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序 論
生物薬剤学に おける薬物速度論の研究目的ほ､ 体内に取り込ま れ る薬
物の吸収､ 分布､ 代謝 ､ 排壮 (At沼0叩tiom ･ Distrib血 皿 ･ M etabol由m ･
Excr etio n) の速度過程を速度式で表現 し､ 薬物 の安全か つ効果的な投
与計画､ すなわ ち､ 投与経路､ 投与量 ､ 投与間隔などを予測する こ とで
ある｡ したが っ て ､ そ の研究の中心ほ体内動態を解析 ｡ 予 測で きる モ チ
ル式の 確立 である｡ 薬物の 移行過程ほ必ずしも単純な物理化学的機構蘇
反映して い る もの と は限らず､ また､ 個 々 の 過聴が単純な数式で表現で
きた と しても､ 生体 で起 こ る現象ほ こ れ ら個 々 の過程を総合したも の で
あるため ､ 複雑な数式となる｡ こ の こ とは､ 薬物速度論にお い て は モ デ
ルの 設定とその解析手段の確立が必要不可欠である ことを意味して い る ｡
最初 に薬物体内動態を定量的 に表現したの は Te o 托u であ っ た (1937
年) o 解析に用v-られ たモ デ ル式 は血中濃度 - 時間曲線を指数関数の和
で表現するもの であり､ こ の解析 にほ必ずしも コ ン ビ ュ - タ を周 い た数
値解法を必要と しなか ? た. こ れほ､ い わゆ る ､ コ ン パ - トメ ン トモ デ
ル と呼ばれて い るo モ デ ル を構成して い る指数関数の数は ､ 血中濃度 ～
時間曲線をより正確に表わすため決め られたもの であり､ コ ンパ - トメ
ン トの 数､ コ ン パ ー トメ ン トとその コ ン パ ー トメ ン ト間の 速度定数ほ具
体的な意味を持 っ て い なか っ た ｡ したが っ て ､ 個々 の 患者における臨床
上 の所見 (たとえば心拍出量､ 腎機能の変動など) を血中膿度の予測に
反映する こ とができなか っ たo こ の こ とは､ こ れらの 生理学的パ ラ メ ー
タ がコ ン パ ー トメ ン トモ デ ルの 解析から得られた どの パ ラメ - 夕 に相当
するの か判断で きな い ことを意味して い る｡ しかし､ その モ デ ル の 構築
手順はきわめ て汎用性があるた め現在まで数多くの薬物に適用されて き
た｡
しか し､ 近年コ ン ピ ュ ー タの 開発が進み､ 複雑な数値解法が容易 に計
算で き る ように な っ た ｡ こ の ような状況の 下 で ､ 1968年 Bis choffと
Dedrick は､ 上述の コ ン パ ー トメ ン トモ デ ル を発展させ た､ い わ ゆる ､
生理学的モ デ ル の手法を確立した ｡ こ の モ デ ル は､ 生体を構成して い る
各臓器ご とに 一 つ の コ ン パ ー トメ ン トを割り当て､ 各コ ン パ ー トメ ン ト
間の薬物移行速度を具体的な臓器間血流量 で表現して い る ｡ その た めモ
デ ルを構成して い る臓器の数だけ連立 した微分方程式を数値的に解く必
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要があり､ コ ン ピ ュ ー タの 高度な音慣 能力が こ の モ デ ル に よ る解析 の成
功の鍵 とな っ た ｡ また ､ こ の モ デ ルを構成して い る コ ンパ ー トメ ン ト容
積や血沈量は周 い られ た実験動物固有 の解剖学的パ ラ メ ー タ であ る こと
か ら､ こ れらの 債を ヒ トの 備に変換する こと によ っ て ､ 実験動物で の体
内動態を ヒト に外挿するこ と - の 応用 (ア ニ マ ルス ケ - ル ア ツ プ) が可
能であり､ 現在 ､ 生理学的モ デ ル は薬物速度論 にお い て主要な解析法の
一 つ とな っ て い る ｡
生理学的モ デルを構成して い る パラ メ ー タ のうち ､ 薬物の 臓器内分布
に関しては ､ 種差や年齢差と い っ た分布様式などの詳しい検討が活発に
行なわれて い る ｡ 一 方､ 肝臓にお ける薬物の代謝に関して ､ 酵素学的お
よ び生化学的観点か ら されて い る例 は少な い o こ れは ､ 生理学的モ
デ ルを研究して い る グル ー プが ､ あくまで薬物速度論の立場から速度定
数の 一 つ として 代謝速度をP して い る ため で あり､ 酵素学的に どの様
な酵素反応奉る い は酵素分子種 に よ っ て 代謝が行なわ れ て い るか と い っ
た考察が乏し い ｡
生物薬剤学の薬物代謝の研究分野は ､ 現在､ 大きく2 つ に大別され て
い る . すなわち ､ ｢薬物代謝研究+を中心 に ､ im vi紐o で の 生化学的手
法を伺 い て酵素学的 レ ベ ル で研究を行な っ て い るグ ル ー プと､ ｢薬物体
内動態+ を､ 主にin viv oで の 薬物体内動態を中心に解析して い る研究
グ ル - プである ｡ 前者の研究グ ル ー プの 研究対象と して い る薬物代謝酵
素ほ ､ 多岐に わた っ て い る が ､ 薬物 の P ha s eⅠ代謝 に関与して い る P
- 4 5 0 に関 しては ､ その 分子種を精製 し､ 分子多様性､ 物理化学的性
状､ 基質特異性､ 誘導性､ 性差､ 種差 ､ 年齢差 を明か にする こ とを中心
に研究が行なわ れて い る｡ 特に最近の分析技術､ 精製技術の進歩 に とち
な い ､ こ の分野 の研究 はより精密な分子生物学的検討､ すな わち酵素タ
ン パク の遺伝学的特性を調 べる こ とが活発に行なわ れ て い る ｡ ､ 一 方 ､ 後
者の研究グル ー プは､ 薬物の体内動態を精密に記述で きる モ デ ル の構築
や体内動態を支配して い る要因の解明､ 薬物をより効率よく体内に送逮
できる シス テ ム の開発に焦点がお かれて い るo こ の ように両グ ル ー プは ､
異なる視点から の研究結果を蓄積する傾向がある｡ しかし､ 生物薬剤学
の最終目的が､ 薬物の体内勅願､ 代謝 ､ 毒性を支配して い る要因を解明
する こ とによ っ て ､ こ れらを予測 でき る投与指針を確立する こ と で ある
とすれば ､ 前者の研究のみ では薬物代謝の酵素化学的およ び分子生物学
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的解明はなさ れる も の の ､ in vi陳oでの 知見が闇他oiebody で の 薬物体内
動態に どの様に反映して い るか定量的に予測するこ とが不可能であり､
また ､ 後者の研究の み でほ ､ 得られた代謝パ ラ メ ー タ に関する分子静的
基盤が薄 い と いう問題点がある ｡ した が っ て ､ 丙研究グル ー プの 協力が
今後の 生物薬剤学の発展に は不可欠であると考えられる｡ 特 に､ 投与さ
れた薬物か ら薬効を持 っ た代謝物 (準巨財宅謝物) が代謝生成される場合､
薬効お よ び毒性を予測する ため に は投与され た薬物の みな らず代謝物の
体内動態も同時に把捉する こ と が重要であり (i)Taye T, 1976) ､ 両 者
の 代謝を司る酵素学的検討が不可欠となる ｡
本研究では投与さ れ た弗物と代謝さ れる こ と により生成された活性代
謝物の体内動態を同時に予測する ことを目的と して酵素学的研究結果に
立脚した速度静的モ デ ル の構築を進め た｡
対象薬物 として 三環系抗う つ 薬 払ipT a mineを取りあげたo こ の薬物
は臨床上問 い られて い る三環系抗うつ 其のうち ､ 敦初に発見され現在で
も繁伺されて い る代表的な三環系抗う つ 薬で ある｡ しかし､ 肝臓 におけ
る初回通過効果が大き い ことか ら､ 投与され たⅠmipT a min e の体内動態
は ､ 肝臓 の代謝活性 に大きく影響を受ける こ とが明らかに され て い る
(Nagy&首oha n ss o n, 1975) 0 ‡mipramin eの と トおよびラ ッ トの 主要代
謝経路をsche m e且 に示 した (I)imgel eもai.,且963;Chris血rRS e n a,iai.,且967;
Bickei& Wede 訂
,
且96i;Cr a m m eT e官aL,1968;Su戚m e息al.91984) ｡ こ の 薬物 は
まず脂肪酸ア ル キル塞がN - 脱メ チル化ある い はイ ミ ノジ ベ ンジル基の
2位が永酸化を受け､ 随 sipr a min e(D M I) お よ び2位水駿佃 mipr a m-
in e(2 0 H - ⅠM I) が生成されるo さらに ､ こ れらの 1次代謝物は
それぞれ2位水酸化反応およびN 一 脱メ チル北辰応をうけ共通の 2次代
謝物､ 2位水酸1bDesiprami泥 (2 0H - D M I) が生成される｡ これ ら
の 反応 は肝臓に お い て PhaseI反応 に関与してViる主要な薬物代謝酵
素である Cyt∝hr o m eP - 4 5 0 に よっ て触媒されて い る こ と が報告さ
れ て い る (v o mBahr& OTr e niu s, 1971) . また ､ 二 つ の 2位水酸化代謝
物 (20 H - I M I と 2 0 H- D M I) ほ ､ P has eⅠⅠ反応を触媒 して い
る主要代謝酵素 である U D P-giu c ur o myltr a nsfer as eによ っ て グ!Vタ ロ ン 醍
抱合を受ける こ とが知られて い る (Dingell eもal.,1963;Christia n s e n et
al.
,
1967;nickel皮 Weder,1968;Cr a m m e r etal. ,1968;Sutfin etal.,1984) 0
Im*ramin eの 代謝経路 にお い て特 に注目される こ と ほ ､ その脱メ チ ル
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化励芯に よ っ て生成さ れる D M I にも強力な抗うつ侍周があり､ こ れ自
身抗う つ 発として臨床 に用 い られて い る ことである｡ 三環系抗う つ 薬の
薬理効果の磯序 は ､ 脳に 掛ナる 神経伝達物質 である Nor adrenahne と
Se'rotomin の神経終束 へ の再取り込みを抑制する こ と によ っ て ､ シ ナ プ
ス 間隙で の伝達物質膿庶を上昇さ せ る こ とによ っ て発現される｡ 興味疎
い こ とに､ 瓦mipra min eと DM I は､ 取り込みを抑制する神経倍達物質に
対して ､ 特異性を持 っ て お り､ 前者は SeroもOnまn に対 して ､ また ､ 後
者ほ Nor adr e m a T払 e に対 して選択的である こ とが ラ ッ トの 大脳皮質を伺
い た実験か ら明らか にされて い る (Rais m a n飢 al.;1979) . また､ こ れ
らの神経伝達物質 によ っ て惹起さ れ る抗う つ 作用 は ､ No r adre n alin eで は
意欲高揚作周 に､ ま た ､ Sero 伽in は気分高揚作 馴 こ関係して い る と言
わ れ て い る (Car且s s o n,1976) o したが っ て ､ ‡m睡ra min eとD M I で は､
欝病患者の治療にお い て､ 輿怒る種類の抗欝作周を発現して い る可能性
が示唆されて い る (Kie'lhol,1978) 0
さらに､ ⅠmipT 弧in eが ヒ トで服周された場合の体内動態における問題
点と して ､ ⅠmipTa min eおよび D M Ⅰの 血中濃度が投与量 に対して非線形
に上昇する こ とが報告されて い る (Bro s e n e宅 aL,1986) o こ の こと は ､
あ る投与量で の 血中濃度から異な る投与量で の 血中濃度を簡単な比例計
算から予測で きな い こ とを意味しており､ 血中濃度を基に した投与計画
を立て る こ とが困難と なる｡ また ､ こ の 非線形性ほ患者の年齢 (B3
'
err e
eも al.,且98且) お よ び遺伝的特性 (Bro s e n eも al.,1986) に よ っ て ､ その 程
度が変動する こ一とが報告されて い る o こ れらの事実ほ､ bipr amin eの 肝
臓で の代謝活性が､ 臨床で用い られる投与量範囲で飽和する こと ､ およ
び､ そ の 活性が年齢およ び遺伝的要因に よ っ て 影響を受ける こ とを意
味 してお り､ 肝臓に 掛ナる酵素学的研究がそ の体内動態を理解するた め
に ほ不可欠である｡
以上 の こ とか ら ､ Ⅰrnipra mぬeは､ 本研究で 目標 と して い る点､ すな わ
ち ､ 活性代謝物を同時予測で き る生理学的モ デ ル を in vitr o 代謝実験
より得られる酵素学的知見から構築する上で ､ 最も適したモ デル薬物の
‾ つ である o また､ 本研究で構築されたモ デ ル によ っ てinァitro デ
ー タ
からin viv o体内動態の予測が可能で ある こ とが明か となれ ば､ 今後 ､
Ⅰmipr amim e 同様活性代謝物を持つ 薬物を用 い た治療にお い て ､ そ の体
内動態を解析 ｡ 予測する上 でも重要な指針を与える こ とが期待され る0
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hn睡ramin eの 各主要代謝物の薬物代謝研究に基づ い た弗物速度静的モ
デ ル の 構築に当た り､ まず最初 に ､ 触ipr a m由eとそ の代謝物の 同時定量
汝を確立する必要があるo 本研究の第 1章で は ､ 現在まで に報告さ れて
い る定量法を見直し､ 新た に高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー を周 い た 簡便
か つ精度の高 い微量 同時定量法を開発した結果をまとめた ｡ こ れ を利局
して ､ ヱmipra min eの ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ムを周 い たi皿 Vitro代謝実験よ
り､ hTlipT a min e 代謝の各代謝反応の酵素学的特徴と､ それ に関与して
い るP - 4 5 0分子種に つ い ての 検討を行な っ た (第2車) o 次 に､ in
vitr o実験より得られた知見をin viv oで の薬物速度論的モ デ ル に反映さ
せ る前段階として､ 遊離肝細胞を用い た代謝実験から肝ミク ロ ソ - ム で
の 代謝kin edcs およ び代謝反応 に おける酵素学的特徴が細胞 レ ベ ル で
も再現されて い る こ と を確認した (第3章) ｡ 以上 の研究結果を元 に定
常状態で の阜m viv o 薬物速度静的モ デ ル の構築 (第4車) と非定常状態
で の生理学的モ デ ル の 確立およ び ヒ トの 体内動態を予測する モ デ ル へ の
ア ニ マ ル ス ケ - ルア ツ プを布い (第5章) ､ 各代謝反応の酵素､ 細胞 レ
ベ ルで の 性質に基づ く薬物体内動態の 予測が可能で あ るか検討を行な っ
た ｡
第頂章 Emip『aLmim eとそg)主要代謝物の高速液体クm マ トゲ
ラブ イ - に よる微量同時定量法の検討
地軸ramin eの 体内動態の薬物速度静的解明に は ､ 既 に序論 で言及した
よう に､ 払ipr a血 n e本体 のみ だけで ほをく､ そ の代謝物 (D M I､ 2 0
H - I M I､ 2 0 H - DM I) の微量同時定量法を確立する必要がある ｡
従来､ 三環系抗うつ薬 に関する定量法ほ ､ 薬効 との 関連か ら ､ 投与薬物
本体およ びそれと同様な抗うつ 件周を持 つ 脱ア)i,キ ル化体の モ ニ タ J )
ン グを主眼と したも の が多い ｡ 現在まで に知られて い る定量法の主なち
の をまとめ る と以下 の よう にをる｡
盆重畳塾 地
測定試料を抽出後､ 酸性水溶液中の 三環系抗うつ 其の蛍光強度を測定
する方法で ある(Mo ody eも a且. , 1967,1973)｡ 試料中 に い く つ かの 蛍光を
持つ 物質が共存する場合 (Ⅰmipm min eの主要代謝物であるD M I､ 環水
酸化体 にも‡mipr amin eと同じ励起波長で蛍光がある) に ほ､ 測定値の特
異性に疑問が ある｡
旦 迎 蛭敷
こ の 方法は ､ 測定対象三環系抗うつ 発と比括性の わか っ て い る放射
性物質を定量的に反応させ ､ 生成物を精製して その 放勇将 性の希釈率か
ら定量する もの
‾
であ るo Ⅰ) M I耶a m m eT& Br odie, 1967)､ No rtriptylin e
(Maguir eもal. , 1976)､ Chlomipr amim e (Ca mis etal., 1976)な どの 三環系抗
う つ薬 に関して その応用例が報告され て い るが ､ 反応生成物をT LCに
よ っ て ､ 精製するため に時間がかかり､ またそ の選択性は TLC分離条
件 に制限される た め ､ 分離能､ 迅速性及び簡便性に問題がある｡
a-薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー ー デ ン シ トメ トリ ー 法汀hin- La v erChr o m at
也 -De n site m e
測定試料を T LC で展開後､ 発色試薬で里色し､ 分別定量する方法で
あり､ hnipra min eある い は Am itrptylin e(Br eyer etal.,1976), h ipr amin eと
DM I(Fenim or eet al., 197 7)､ Amitriptyline とNo miptylin e肝abe r etal.,
1974;Ⅲa efelfinge r, 1978)の 定量接が報告さ れ て い る ｡ 前述の 同位体希釈
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怯同様､ 定量精度は 主 にT LC によ る分離精度 に依存して い る ｡
豊星之望こと巨星皇之まこ盛盈腰 望 望 盤 班 盛ぬ
ぬipr a mineとその代謝物を選択的に抽出して定量する方法 (w ider&
nickel, 1968)､ 複数の 内部標準物質を周 い たAmi噛もyline､ No rtdptylin e
の 同時定量法(Bur ch eもal., 1979)､ 誘導体を生成 し て 2級ア ミ ン を定量
する方法 曙rvik朗 ai., 1970)な どが報舎され て い る ｡ こ れ らの 方法で
峠､ 試料の前処理が繁雑であり､ またそ の応周範抑ほ化合物 の安定性､
反応 の 選択性から限定され る｡
畳 艶
月旨溶性の高 い 三環系抗う つ薬 の H P LCに よ る定量法は ､ 順粕カ ラ ム
を用 い た有機溶媒を移動相 と した方法が多く報告され て い る(Mellstr 00 l
& 甘ybring, 1977;Kno濫 & 甘Ⅶr a nd, 1974;Gr e v l ng et al., 19 79;Br odie et al. ,
●
1977;Va nde m a rk eもal.,1978;Deta e v e mieTetal.,1976)o 対象化合物 は3級 ア
ミ ンの 三環系抗うつ 薬 とそ の脱 ア ル キル化代謝物を同時定量するもの で
あり､ 試料の前処理が必要でをく､ ま た､ 分離選択能､ 簡便性に関して
上述の定量法に比 べ 最も優れ て い る ｡
こ こ に挙げた定量法のうち､ 特 に高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー (H
P LC) によ るもの は ､ 広範囲な三環廃坑う つ 其の 簡便なモ ニ タ - リ ン
グの手段 として ､ い くつ か の三環系抗う つ 薬 が併周された場合の分離定
量 に適して い る ｡ しか し､ 三環系抗うつ 薬の代謝物を含めた体内機序を
in vib:oおよ びin viv o実験よ り詳細に調べ る た め に は ､ 環水酸化代謝物
を含め た迅速か つ 簡便を同時定量法が必要とな る｡ 前述した従来の 順棉
系カラ ム を伺 い たH P LC法で は ､ そ の 環水酸化体に対する分粧能 ｡ 選
択性が除く､ これらの活性湘財ヒ代謝物を同時定量する事が不可能であ っ
た . また､ 一 般に､ 対象化合物 の分離選択性に優れ て い る逆相系 の H P
L Cで は
､ 脂溶性有機 アミ ンイヒ食物である三環系抗うつ 薬の 固定相 へ の
吸着が著しく ､ ピ ー ク の対称性､ 分離能が劣 る ため ､ 微量定量に は不過
当であ る こ とが知られて いや(Sokolo w ski & Wahlund, 1980)｡ 最近 ､ こ
の 道相系 カラ ム の 固定相 へ の吸着性を改善する目的で ､ カ ウ ン タ ー イオ
ン試薬 (長鎖ア ル キル ス ル ホ ン酸ナトリ ウ ム) を中 - 酸性移動相中 に添
8
加し､ 薬物及び代謝物とイオ ン ペ ア ー 相を形成させる理鍬B姐ぬgmever,
且979)8こ基づ い て分離定量を行なう方法 が開発され､ Am主軸ty払eおよ び
N 劇 痛砂 粒 の光学興隆体の環水酸化代謝物の分歓定量(suck㈲ 皮Co呼e r,
且982)､ 払豆野鼠m鮎eとその 主要代謝物の分離定量 に対する応周例が報告さ
れた(馳oe且s s朗 ai･, 且那g;Loぬm a n m eも朗･, 且978;Su ckow & Co ope r,且981)o し
か し､ こ の 方法ほ､ 薬物に対する主観把牲､ 定監感度の点で問題はない が ､
カ ウ ンタ - イ 身 ン試薬カ唱価な上 ､ カ ラ ム の 耐火性に著しく影響を与え
るo ま た願禰 カラ ム の 免件を伺 い て 触ipr a mぬeとその 2位永酸化体およ
びD M Iの 同時定量法が報告さ れ て い る (Suも鮎 & ∬u sko, 且979) が ､
且サン プルの 定盤時間に2 0分以上かかる｡ 以上の こ とからこれらの方
法は､ 多数の検体を処理する定魔法には適当では憩 い ｡ ぞこで今臥 su血
らの潤 い た移動梱の組成に検討を加え､ 多く のB旨溶性碓食物の H P LC
によ る定盈に周 い られ てレ､るシリ カゲ)V)桝田弟 カラ ム を潤 い て ､ 安価で
簡便か つ 迅速な敬監同時定登法を
戟検討を衛な っ た ｡
し､ 己 れ慧で 報告された方法と比
1 - 巧 移動相の組成お よび抽出条件とク ロ マ トゲラ ム
H P LC条件の検討 にあ たり､ まず､ h ipra min eおよ びそ の代謝物の
U V吸収ス ペ ク トル を測定した｡ 各薬物 の吸収極大は､ 254n m にあ
るが ､ 低波長側 (<230n m) で より大きな U V吸収があ っ た ｡ しか し､
目的とするH P LC系が順相であり､ 移動相 と して有機溶媒を基本細威
として い る た め ､ こ れ らの溶媒吸収 カ t;トオ フ波長 (230n m) 以下 で
の測定は不可能 で ある こ と から､ 254n m を最適測定波長と し て ､ 以
下 の検討を行な っ た ｡
H P L C移動相の基本組成は ､ 前述の 順相系 で の 定量条件 と して 最も
利用されて い る メ タ ノ ー ル およ び アセ トニ トリ ル の 混食溶媒 とした｡ 混
合比は､ アセ ト ニ トリ ル の 内容量が大き い ほ ど各ピ ー ク の 理論段数の 上
昇が認め られ たが､ 一 方､ メ タノ ー ル塞が減少する の に従 い ､ 環水酸化
体の理論段数が低下 した｡ 今回定量条件 の検討に用 い られ た シリ カ ゲル
カ ラ ム(Mer ck社製､ sI-60､ 5FL m)で は(Aceto nitoril: Metha nol)の 混合比
が 7:1 で ､ Imipr a min eお よ び他の 全 て の 代謝物 に射 し満足 で き る理論
段数を与えた｡ 三環系抗うつ薬 の場合､ 有機溶媒の み の移動棚 で は 逆粕
糸カラ ム の場合と同様､ シ リカ ゲル 固定層に対する吸着性が強い こ とか
ら､ 薬物およ び代謝物 の ピ ー ク が テ - リ ングを起こ し非対称性(A野 m m e-
tryFa cto r;ASP)が著しく高く､ 分離能の低下 の要因となる｡ こ の ASF上
昇の改善として ､ 移動相中 へ 塩基を添加する こ とで ､ 測定対象化合物の
固定層 - の吸着を競合的に 阻害し､ 溶離を早め る方法が採用 されて い る
(Gre ving etal. , 1979;Deta6v emier etal. , 1976)o そ こ で ､ こ の 報告をもと
に､ 今回採用した有機溶媒に濃度を変えて ､ 塩基 (ア ン モ ニ ウム イオ ン)
を添加し､ 各ピ ー ク の保持時間(Rete ndo n 血 e:t R)､ ASF に与える影響
を調べ た ｡
[1] 移動相 の検討結果
Figu re 1
- 1 に は､ ア
1
(モ ニ ア濃度 とImipr a min eとそ の 主要代謝物
お よ び内部標準物質 (Norqiptyline) 各ピ ー ク の保持時間お よ び ASF の
関係を示した｡ この 結果か ら移動相中の ア ンモ ニ ア濃度の上昇とともに ､
t
R
の 減少と ASF の改善が認め られた が ､ ア ン モ ニ ア濃度が 3% (v/v)
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ADDED AM円ONⅠA WATER,冨(V/V)
R臣T 臣N T耳ON TすM臣 A N D P E A K A S Y M MET RY O 『ヨMEP R A MEN END
汀S M 臣T A B O L管下臣S 8N T ”E P R 臣S 臣NC E O F D邑肝E R EN T C O NCE N_
T R AT暑O NSO FA M M O N珪U M ‡N T ”E E FFLU E N T.
EhJe nt:28 % Am mo nia wate r盲n 7:3 a c eto ni州針 m etha n oL
So一idpha s e:州be rSE-6 0, 5JLM.
Sa mple s:㊨ , 柵 pra min e(500ng);ロ,2-hydroxyimipra mine I(500ng);
○,no 叫 桝ne[LS･](125ng);W ,de sipra min e(500ng);蛋 ,2-hydroxy-
de sipra min e(500ng).
1 1
で は ､ h ipr a mheと 2 0H
- I M Iの 分離が低下 したo これ らの 検討結
果より､ H PLC移動棚の基本組成は ､ Ac 昏tO ni陳i且e:Meぬa n o且 = 7:1 ＋28
睡 度盛地 として ､ 以下 の 抽出灸件 の検討を行な っ
た ｡
[2] 抽出条件の検討結果
払ipTa min eやAmi軸eylin 愈な どの 三環系抗うつ其 の 主要代謝物の 生体
試料 (血液､ 肝小胞体サス ペ ン ジ ョ ン ､ 臓器 ホ モ ジネ - トな ど) からの
抽出溶媒として ､ 主に ､ 1 ｡ 5% イソ ア ミ ル ア ル コ ー ル含有 へ ブタ ン
(su eko w & Co op8T, 且982)､ 1 %イ ソ ア ミ ル ア ル コ
- ル 含有 ヘ キ サ ン
ⅣaElde m aEk 6屯ai., 且97S;取 舵且s s鵡 ai.,且978;Lo払m a n 弧 eもai.,且97S)､ エ
ー テ)L'
(地 温s加 m & 甘ybrim農,且977;BT戚ie etaL, 脚 7;Su cko wa Co ope T, 且98且)を伺
い た抽出倒が報告されて い るo しかし今回ほ､ 比較的極性の高い 環水酸
化代謝物の同時定量を田的として い るため､ 抽出溶媒と して極性力唱く ､
永の溶解度が高 い有機溶媒ほどこ れら環水酸化代謝物に対する抽出率が
高くなる ことが期待されるo そ･ こ で ､ 上述の 抽出溶媒に加えて ､ 比較的
極性が高く､ 永 の溶解度が大きな酢酸 エ チ ル (Table 且 - l 参照) を
周 い た場合の抽出率を比故検討した｡
Table 1 - ユ 今回比較検討した抽出溶媒 の極性およ び水 の溶解度
抽出溶媒 庵性パ ラ メ ー タ値 水の 溶解度
n - へ プタ ン
n
- ヘ キサ ン
ジ ュ チ ル エ ー テ ル
酢酸 エ チ ル
0 ｡ 2
0 ｡ 1
2 . 8
4 ｡ 4
0 ｡ 0 10
0 ｡ 0 10
1 ｡ 3
9 . 8
*極性パ ラ メ ー タ は文献 (波多野ら(p.1 0- 12,1985) より転載 . 大き い億 ほど極性が高 い ｡
*永 へ の溶解度 は2 0℃での 溶解度 (w %) を示した｡
1 2
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59 ｡ 1♯且 ｡ 96
(3｡3 記)
8 6｡ 8＋4 ｡ 25
(&T8 9.)
8且 ｡ 8♯0 . 5
(且 ｡ 2:0 .)
2 7｡ 且d?･3 ◎ 9 1
(且壕 ｡ 趨)
3 6｡ 記♯4 ｡ 0像
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8 S｡ 3♯0｡ S
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C;D ie もhy且e七he T
D;E 七hy且亀 C e七a 七e
a
b
a
A b br e viat io n s u s ed in 七he 七亀b ユe 軌T e a 昏 君o且o w s
IMr タ im lpT 亀弧息n e;20 甜- I m f, 2 - hydT O Xyi弧 IpT 乱弧 in e;
■
D M I, de s lpT a min e;20‡ま- D M I, 2A -ぬydT O Xyde 凱 pTa m in e
Da七亀 T ePT e S e nも Me a n土S ｡ 凱 (n = 3)｡
Da ta in pa T e n七ぬe sis T epT e 9e n七 C o V o
(c o eff icie n七 of v a Tia もio n, %) v alu e s｡
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こ れらの有機溶媒を伺 い て抽出率を調 べ た結果を Table 1 - 2 に示し
た｡ 酢酸 エ チル を除く各軸出溶媒 では ､ 特に 2 0 H- I M IとD M I に
対する抽出率が悪く ､ また ､ 1 ｡ 5 %イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル含有 ヘ プタ
ンは､ 20H - D M Iの抽出率および抽出再現性 (c.Ⅴ.) を著 しく低下
させ た ｡ したが っ て ､ 環水酸化体を含め たh ipm min eの 同時定量法の抽
出溶媒と して は ､ 酢酸 エ チ ル が最適で あ る こ と が明らかと な っ た ｡ また
三環系抗うつ薬 の生体試料からの アル か)抽出で は ､ 抽出サ ン プ)i,の液
性と して ､ N a Oを‖こよ る強ア ル か)悼(M 曲tr o m&Tyb 血島1977;Bのdie
etal., 1977;StlCko w&Co oper, 且9 82;取 舵1s s etal. ,且978;Lohm a n n et al.,1978)
と炭酸綾衝液に よ るpⅠi lO前後で の 抽出衆件(su cko w & Co oper, 1981)が
報告されて い る ｡ 本研究の検討から､ 環水酸化体の抽出率は顕著にサ ン
プルの 液性に よ っ て影響を受け､ N a O H での アル カリ条件下 で は ､ 炭
酸親衛液で のp斑 10 前後の抽出率に比 べ 約 1/3程度 に低下する こ と
が明かとな っ た ｡ こ れらの検討結果よ り､ 本研究で は ､ 抽出対象試料の
液性を炭酸緩衝液 によ っ てpH IOの ア ル カ リ性と し､ 酢酸 エ チ ル に よ っ
て抽出する方法 を採用 した ｡
[3] 既存 の H PLC定量法との 比較
これまでの検討から決定した抽出､ 定量条件に基 づ い て ､ 生体試料か
ら 軸 温血neと主要代謝物(20 H- I M I, D M I, 2 0 H- D M I)
を抽出した H P LCタ ロ マ ト グラ ム を Figtlr e1 - 2 に示 した｡ 生体試
料は ､ ラ ッ ト血液 o.3mlにⅠmipr amin eとその 主要代謝物各500ng を添
加したも の を周 い た o また ､ 同図には生体荻分を含ま 凱 ､抽出タ ロ マ ト
グラム と化合物を含まない ブラ ン ク試料のク ロ マ トグ ラム を併せ て 示し
た が､ こ れらの タ ロ マ トグラム の 比較から明らかな ように ､ い ずれ の化
合物ピ ー ク に対 して ､ 生体成分からの妨害ピ ー ク は認められず､ ま た､
生体成分由来の フ ロ ン トピ ー ク の化合物 ピ - ク へ の影響も認められなか っ
た o 同時に､ 各化合物間で の十分な分離能お よ び各ピ ー ク の 良い 対称性
が確認さ れ た ｡ 1検体当り
一
に要する溶離時間は 7 - 8分間で あり ､ 現在
ま でに報告され て い る環水野ヒ代謝物を含め た同時定量敬su ckD W& Cbc>
per, 1981;Sutfin & Ju sko, 1979)K比 べ 分析時間が約 1/3程度短縮され ､
よ り迅速な定量法とな っ た ｡ また､ カ ラ ム 1本当り約 1000検体程皮
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の 定量が可能で ある｡
Tablel - 3 には､ 今回確立 された H P iC定量条件に基づくIm喪)ra m-
in eおよびその 代謝物の タ ロ マ トグラ ム の各ピ - ク に対 して ､ タ ロ マ ト
グラ ム解析パ ラ メ - 夕 陶 魁 弧 郎97且)を計算し､ 既存 の カ ウ ン タ - イ オ
ンを周 い た定量法 (T曲Ie 1 - 3 の
”
方法A
' '
はSu ck 卿 & Co ope r(1981)
'' 方法B
' '
ほ PFO e且ss etai.(且978) の グ ロ マ トグ ラ ム より計算した)
で の値 と ､ カラ ム効率およ び分離能に掬して 比較険討を行な っ た結果を
示した｡ 今回比較肘象とした報告 Åおよ びB の 方法 は ､ 遭相免件 でイ オ
ン ペ ア - 技術を招い たもの であり､ 飽食物の溶出順序 は､ 嬢性の 高 い化
合物(環水酸僧体) ほ ど早く溶出する｡ 良い コ ンデ ィ シ ョ ン での k
'
値
( [2] )ほ 4密度以下と考えられ､ 今 回の 方法と報告Aで は ､ ほ ぼ全
て の化合物で こ の免停を満たして い るが ､ 報告Bで ほ､ 臨画Ta m由eの k
争
値 ([3]) が大きく､ 固定相 へ の吸着傾向が認め られ､ こ の こ とが非
柑称性(ÅsF) の増加 ( [3〕) と理論段数 (N) の低下 ( [4･] )を
引き起 こ
◆
して い る と思 われ る｡ タ ロ マ ト グラ ム ピ - ク の非対称性に関し
てほ ､ 全て の例で 1を絶えて盛り､ 若干の テ - リ ング傾向がみられたが ､
今回の 方法で ほ ､ そ の雀皮は3 0%程度であり､ 他の 方法と比 べ て も良
い対称性が認め られ たo タ ロ マ ト理論 における理論段数 (N ; [4] )
とほ､ グ ロ マ 恥グラ ム ピ - クの 理想溶出曲線 である ガウス 型曲線の バ ン
ドの拡がりの程度を表わすパ ラメ ー タで あり､ こ の償が欠き い ほ ど拡が
りが鋭く鋭い ピ - 夕 で ある ことを意味して い る (すな わち カ ラ ム 内外で
の 化合物の分散為朝､さ い) . また､ こ の償は 一 般に ､ カラ ム の長さが長
い ほ ど大きな値となる の で ､ カ ラ ム本来 の分離効率を異なる長さ の カラ
ム 同士で比較する場合 にほ ､ こ の 償で そ の カ ラ ム の 長さを割 っ た儀 であ
る理論段相当高 (H; [5] )で比較牽 きれて い る｡ 今何の方法で は ､
特 に触ipTamin e に対する N値が大きく､ 報告A 孟主よ びB での値 の 約2
倍の償であっ た ｡ また他の化合物 に対する倦も報告Å , B に比 べ て同程
度以上 であ っ た o H億 は.､ 高性能の カ ラ ム の 条件 であ る 0.01 - 0.2 m m
の 範団(原 &辻､ 1979) を満たして おり､ 特 にⅠmipra mine､ 20 H -
王 M I
､ I . S . (内部標準物質;No rtdptylin e) で は他 の方法に比 べ
釣2倍 の カ ラ ム効率を示して い る ( [5] )｡ 化合物間 の 分離能
(Rs) は2つ の ピ ー クの保持時間の差とバ ン ド帽で計算される ( [6] )o
ピ ー ク の溶出曲線が理想的な ガ ウ ス型曲線 である と倣定した場合､ Rs
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償が 1 の 時は 2 つ の バ ン ドの 重 なりは 4 ♂ で あり ､ 1.5 であ れ ば ､ 十
分な分離である と報告されて い る (重なりほ 1 %以下 ､ 6 q) ｡ こ の観
点から各方法 の分雄状態を検討すると今回の方法で の各ピ - クの 分離状
態ほ十分である の に射し､ 報告A でほ､ 20 H - I M Iと20H - D M
Iの分離 が不十分 で あり､ また､ 報告B で はNortripty且ine と 払ipramine
間の ピ - ク の重 なりが認め られる ｡ こ れ らの 原因と して ､ 報告A では両
者の k
' 値の 近接と 2 0H - I M Iの 理論段数の低さ に起因する と思わ
れ ､ また ､ 報告B では k
'
値 の 近接と D M Iピ ー ク の テ - リ ン ダ(A SP
値が大き い) が原因 と考えられる ｡
以上 の 結果より､ 今回確立 した方法は ､ 目的とする化合物分離に
関する カ ラム効率を決定す る2 つ の大きな要因である ピ - ク位置の規定
パ ラメ ー タ (k
'
､ Rs) とタ ロ マ トグラ ム ピ ー ク の 形状を規定する パ
ラメ ー タ (ÅS臥 N ある い はH) にお い て､ 十分洞見する億 を示し､ 他
の カウ ン 9,
- イ オ ン を用 い た逆相条件 で の分離法に比 べ優 れて お り､ 迅
速かつ 簡便な環水酸化体を含め た同時定量法 の H P LC灸件 として きわ
めて有用 である と判断され た｡
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1 - 2 定登時度
定量精度は､ 一 般に ､ (i) 抽出検量線の直線性(Lin e吻)(i i)
抽出再現性取epr odu ci弧ty)(i i i)定量限界(se n sit五viiy)(i V) 抽出
(回収) 撃取ec o v ery)などの 観点か ら評価さ れる ｡ そ こ で ､ こ れ まで の
検討よ り確立され た抽出法及びH P LC条件を伺 い て ､ 生体試料中の
馳ipr amim e とその 主要代謝物を定量する際の定量精度 に つ い て検討を
行な っ た｡
[実験結果]
Table 1 - 4 に は､ 抽出検量線 に関 して 以降の in vおo お よ びin vivo
実験 に必要 と思 わ れ る浪度範囲 (20 - 2000ng/ml) で の 直線性を調べ
た結果を示した｡ そ の結果､ 各化合物に関して P.Ei. a.(馳ak 胡eigbt収 か
也o)とサン プ)i,申の 薬物慶の間に良い 相関性 (r >0. 9 9 9) が確認
された｡ また ､ 定量 過曜の再現性の指標として ､ 化合物濃度を変えた時
の P.訊.A. のC.V .値(coefFICie ntofVariatio n)を Table 1 - 5 に示したo こ
の 表からも明らかな ように ､ a.V. 値 は今回調べ た濃度範囲で全 て の化
合物に関して ほ ぼ1 0 %以下であ っ た . 定量限界は ､ ピ - ク の高さがベ
ー ス ライ ン の乱 れ (Nois e) の 約 3倍以上 である と した場合､ hnipra mine
と 20H - ⅠM Iで約3 - 4 ng ､ また ､ D M I と20 H - D M I で は約
6 1 10ng の 薬物量を十分定量する事が可能である こ とが わ か っ た ｡ ま
た ､ Table 1 - 6 には ､ 各菜物濃度をin vitm ､ in viv o実験で問題とな る
範囲内 (50- 3200ng/ml) で変えて ､ 抽出率を検討した結果を示した｡
各化合物の抽出率ほ全濃度範囲で ほぼ∵定であり､
,
90%前後の値であ っ
た ｡ こ の ことから抽出率が高くそ の再現性がき わめで良い こ とが定量精
度 に反映して い ると考えられ る ｡
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本章では ､ 従来報告されて}､るⅠmipramir3Bとそ の 脱ア ル キ ル化体D M
I の順相での H P LC免件を改良し､ 高僧な カ ウン タ ー イ オ ン試薬を使
周 しな い 環水酸化代謝物を含 め た微量同時定量法を確立した ｡
抽出法 に対する改良は､ 抽出溶媒に ､ 極性が高く ､ 水の溶解度が大き
な酢酸 エ チ ル を採周したこ とに よ っ て ､ 特に環水酸化代謝物の抽出率が
顕著 に向上 した (Table 1 - 2 参照) ｡ カ ウ ン タ ー イ オ ン試薬を用 い
た逆相集件 で の同時定量法 で ある Su cko w らの 方法(且981)に比 べ ､ 2
0 H - I MI で は 10 %､ 2 0H - D M I で は3 0%以上の抽出率の
向上 が認め られた｡ また ､ 定量精度に関して Su cko w らの 方法(1981)
と比較する と ､ 全 て の 点で 同程度以上 の性能を示して い る (Tabk1 -
3 参照) . また ､ 本定量法 を検討する際に参考 と した Sutfin eらの 方法
(1979) に比 べ ､ 分析時間が3分の 1 に短縮され ､ 多検体の定量法とし
て の 簡便性お よ び迅速性の点で改良された｡
以上 の よう に ､ 本研究で確立したⅠmipr a min eとその 主要代謝物 (D
M I､ 2 0 H - I M I､ 2 0 H - D M I) の同時定量法 ほ ､ in vitr oお
よ びin viv oにおける代謝実験 を行なう上 で こ れまで の報告に比 べ 優れ
た方法で あると結論できた｡ した が っ て ､ 本定量法を用 い る ことにより ､
h ipr amin e} 体内機序 に関する より詳細な情報が得られる こ とが期待さ
れ た ｡
23
第2輩 魯m蜘盈m豆m e代謝に関尊する P - 櫓5 0分子穫の解明
肝臓に 掛ナる代謝酵素活性は ､ 投与さ れた薬物の 生体内運命を左右す
る最も重要な要因の 一 つ である ｡ した が っ て ､ ある薬物の体内動態を特
徴づける酵素反応の性質を明らか にする こと は ､ そ の薬物 が臨床的に捕
い られる場合の投与指針や副作摘発現の 回避とい う観寝か ら重要 である ｡
多くの 種類の酵素 が薬物代謝に関与し七い る が､ 中で も ､ 第 一 相反応
(,p払as eⅠ 鮎 a cdo m)を触媒する Cyt∝hrom eP 掴50(P - 4 50) や､ 第
二相反応(野馳as eⅢ 汲e a c組o n)を触媒する抱合酵素 (ダル ク ロ ン駿抱合酵
素､ 硫酸抱合酵素､ グ ルタ チ身 ン抱合酵素など)が良く知られ て い る｡
最近､ 生化学的 ｡ 分子生物学的実験校衝 の向上とともに ､ こ れらの 薬物
代謝酵素 には ､ 分子多様性(Mul由p且icity)が存在する こ と が明かとな っ
て きた ｡ 特に ､ 本研究にお い て 対象と して い る P - 速 50 に関して は､
GoTRZ盛ezの 給論 (1989) に記述さ れ て い る よう に､ 分子穫構成や発生 の
遺伝的な解明が進ん で い る ｡
酵素分子種は岡 - 機構によ っ て反応を触媒するが ､ 分子種 ご と にそ の
基質特異性は 一 部舟 - パ ー ラ ツ プするも の の 顕著怒差があり､ 類似の ア
ミ ノ酸配列と補欠分子族を有し､ また ､･生化学的､ 物理化学的性質およ
び誘導剤に対する感受性に差が認め られ て い る ｡ したが っ て ､ あ る薬物
の代謝反応に関与する代謝酵素の性質を明らか にする こ とほ､ そ の 反応
形式の 同定だけでは不十分であり ､ 反応を触媒して い る分子穫を特定す
る こ とに よ っ て 初め て臨床上有意義な情報 にな る と考えられ る ｡
h ipT a miEleは ヒ トおよ びラ ッ ト肝臓 にお い て主 に､ 序論 sche m el で
示 した代謝経路で代謝消失する こ とが知られて い る ｡ 主要代謝経路のう
ち環2位水酸化反応と脱メ チ ル化反応は ､ P - 4 5 0 に よ るPhas e‡反
応であり､ 環2位水酸化代謝物の 抱合反応は その ほ とん どが ダル ク ロ ニ
ル トラ ン ス フ ェ ラ - ゼ (G T) に よ る ダル ク ロ ン酸抱合 の Phas eI王反
応で ある こ と が報告されて い る(Bic姐 & Weぬ ,1968;S砿鮎 e軌 1984pi喝e且
eta且
,
1963;voa Bahr& OTr e niu s,1971)｡ h ipr amin eの 2 つ の 主 要代謝経路
で ある環2位永酸化反応とノ脱メ チ ル化反応の速度比 は ､ 動物種に よ っ て
異なり､ ヒ トおよびラ ッ トでは脱メチ ル化反応が優位であっ たの に対し､
ラ ビッ トおよ び マ ウ ス で は環2位水酸化活性が高い こ とが明らか にされ
たのingelletal. ,19 63)o ま た ､ 同文献で は､ Ⅰmipr a min eをラ ッ トおよ び ヒ
2 4
トに投与した場合と ラ ビッ トおよ びマ ウ ス に投与した場合とでほ ､ 血中
DM Ⅰレ ベ ル に顕著な差が認め られ､ 前者の 方がより高い 血中レ ベ ルを
尊えた ｡ これ は それ ぞれの代謝活性の種差に基づくもの であると考察さ
れ て い る ｡ 本研究で は ､ 払ipTa min eの代謝反応 の穫差発現の メ カ ニ ズ ム
の解明を田的として は い 釦 ､が､ こ の 報告は少なくともt:トで の払癖m T>
鼻血e体内動態機序解明の詳細な検討を行なう上で ､ ラ ッ トをt:ト の モ デ
ル動物と して周 い る こ と の 費当性を支持して い る ｡ こ れら馳ipramine
およ びその 括性代謝物 D M Iの ヒ トで の体内動態の特徴は ､ 丑m五卵 min e
お よび D M I代謝に関草するP - 塊5 0分子穫の性質を明らかにするこ
と によ っ て より明確に解明される と考えられ るo
本研究は､ こ れ ら酵素学的 レ ベ ル の 情報を息凱 Viv oの 速度論的モ デ)i,
に組み込むこ と によ っ て ､ 臨床的 に応周範囲の広む一生理学的聴 デ ル の確
立を最終田的と して い るため､ 臨床上問題と怒 る要因 (被験者の性別 ゆ
年齢､ 酵素誘導剤の影響､ 薬物禰宜怜周など) の代謝反応速度に与える
影響に つ い て ､ ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム および精製P - 45 0とその 抗体
を伺 い た五n vi患TO 実験より ､ 以下詳細な検討を行な っ た｡
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2 - て 8m v斬o 代謝実験条件の確立
[1] 代謝速度に与える M g2＋ 濃度 の 影響
･ ラ ツ M干ミ ク ロ ソ - ム を用 い たin vitr o実験を行なうた め に は ､ い く
つ かの 人為的な実験条件を設定しかナれ ばな らない ｡ すで に前述 したよ
う に､ 軸 血eの 場合､ そ の ミク ロ ソ
-
- ム 上 の代謝形式ほ ､ ヘ ム タ ン
パ ク質で ある P - 4 50 に よる分子状 - 酸素添加反応 である た め ､ 六単
港 .) ン敵側路 (Hex o s e m o n opho sphate shu nt) を利用 した電子生成系
(N A D P Hge n era血gsyste m)に よ っ て電子を供給しなければならな い o
ミ ク ロ ソ - ム膜 を安定化する こ と に よ っ て ､ こ の 電子を効率よくP -
4 5 0に伝達する要因 として2偶 の陽イオン が重要な役割を果た して い
る こ とが知られて い る(Cinti,1982;Peters& Fo uts,1970)｡ そ こ で本研究
で は､ 二億の 陽イ オ ン のうち､ 最もこ の効果の大き い マ グネシウ ム イオ
ン (M g2') を周 い て ､ 反応液中 の M g2'濃度とⅠmipr a min e､ D M I､
20 H - I MI か らの 一 次代謝物 の 生成速度 との 関係を調 べ た ｡
[実験結果]
Figure 2
- 1 に示した ように ､ h ipr a min eと 20 H - I M Iの 脱メ
チ ル 化速度は , M g2' 濃度の 増加 に つ れ､ ベ ル 型 の 上昇を示した o 一
方､ 触ipramirE,と D M Iの環 2位水酸化反応速度ほ ､ M g2' 濃度 に依存
せずほぼ 一 定であ っ た ｡ また､ こ の M g2}依存 パ タ ー ン は 同 一 基質 で も
代謝経路 (h ipr amin eからの D M Iと2 0H - I MI) によ っ て異なる
こ と (代謝経路依存性があ るこ と) ､ お よび ､ 2 つ の対に なる平行代謝
経路間 (環2位水酸化反応と脱 メ チ ル北風芯) で同じ依存性 を示すこと
が明か とな っ た ｡
[考察]
cind(1982)に よ れば ､ 代謝活性の M g2＋ 濃度依存性は その パ タ ー ン
に より基質 によ っ て おお よ そ三つ の グ ル ー プ に分け られ る (仁i 血(1982)
より転載した 次ペ ー ジ 図参照) .
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マ グネシウ ムイ 身 ン濃度の代謝活性 に与える影響 (Gi鴫 1982)
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節- N 如o a niso旭
こ の依存パタ ー ンがそれぞれの 代謝反応 に関与する P - 4 5 0分子種に
依存するも の か ほ明か で はな い が ､ 本研究 によ っ て得られ る丑mi伊amin e
代謝に関する P 一 連 5 0分子種 の検討結果は ､ P - 4 5 0分子種の
M g
2' 濃度依存性に つ い て も重要な知見を与える も の と思わ れる o さ
らに､ 興味深い ことは､ 脱メチ ルイ蛎こ応活性の至適M g濃疫(10m M)
が､ 報告されて い る(Cind,1982;朗u rdo ch& Heato n,1968)生理的 別田胞内
M g濃度 (8 m M) と よ く 一 致 して おり ､ in vi&o 代謝実験から得られ
た定量的な情報を細胞 レ ベ ル以上 の実験系に外挿する際に は ､ M g2十濃
度 は重要な デ ー タ の 一 つ で ある と考えられ る｡
[2] 反応時間の検討
P - 4 5 0代謝反応 は NA D P Hge n er adngsyste m存在下 ､ N A D Pあ
る い はN A D P Hの 添加に よ っ て 開始され る. Im由ramin eの 代謝経路の
ように､ 一 次代謝物からさらに2次代謝物を生成する反応経路が存在す
る場合に ほ ､ 生成物で ある 1次代謝物 が時間と とも に消失し､ 代謝速匿
を低く見積る こ と になり､ 1次代謝物生成速度の評価 には ､ 反応時間が
2 8
大きな影響を与える可能性があ るo そこ で 払五p m in e､ D M I､ 2 0 H
- I MⅠ を基質 (各10F& M) とした ときの 反応速度とそれぞれ の代謝
物の 生成量の関係を調べ た｡
[実験結果]
Fi題u 陀 2
- 2 から明らか なよう に ､ ‡mipT a mまm eが基質の場合に は ､
且次代謝物の 生成量 ほ ､ おおよ そ6 0砂まで は線形に増加する (生成速
度が 一 定で ある) こ と がわ か っ た o JB､ 馳息pm mimeか らの 2 0H - D
M Iの 生成ほ3 0砂で は定量限度以下 (DM 貰および 20 H - I M 王生
成量の 5 %以下) であり､ ほぼ 且次代謝物の 盤成の み に限定できた が､
60砂以降で は 2 0 H- m M ‡の 生成が顕著に増加し､ また ､ ⅠmipT 盈
m五孤6 か らの D M ‡､ 2 0 調 - I M ヱの 生成も頭打 引こな っ た ｡ こ の こ
とは､ こ れらの 代謝物 の生成速度とそ こ から の 2次代謝物 の生成速度が
ほぼ等しく､ 定常状態とな っ て おり､ 私 はや､ 2次代謝物の生成反応を
無視で き 軌 ､ と考え られるo したが っ て ､ 4 5秒以上 の反応時間 で得ら
れた 且次代謝物 の生成豊からその 生成初速麓を計算した場合､ 反応初逮
皮を過/3､評価 し て しまう こ とが明かとな っ た o
[考察]
現在まで に報告 さ れ てレ､る瓦m孟pra m息皿eの i皿 Ⅴおo 代謝実験に関する報
告の多くは､ 各代謝物 の分離定量手段が不十分であり､ 2次代謝物 (2
0H - D M Ⅰ) 生成の 時間推移を調べ て い な い ため ､ 6 0分間もの イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン時間を採周して い る例がある(Skett 飢a且.,且980,且985).
したが っ て､ こ れら の実験結果に基づく考察の信頼性は著しく低 い もの
である と考えられ るo 本研究で は ､ 払ipr a m由e'の 逐次塑反応経路に 釦 ､
て ､ 正確な反応初速度を求めな ければな らな い ため ､ 以下 の検討で ほ皮
応時間として3 0秒を採周した｡
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2 - 2 ヨmipra mim e代謝kin朗ic sの性差およ ぴ誘涛執こよる変化
hn軸ramin e代謝 に関与する P - 4 50分子種を解明するた め ､ まず､
ミ ク ロ ソ - ム レ ベ ル で の代謝活性を検討したo ㍗ - 45 0 で はその 分子
種ごと の 基質特異性は かなり緩く (今井ら､ 1982) ､ 一 つ の 代謝反応に
複数の分子種が関与して い る こと が多い ｡ こ の場合､ ある基質濃度 [S]
で の 代謝速度Ⅴ【s]は異なる Km ,iをもつ 複数 の M iche払s- Me nte n式の 和 で
表現さ れ る (式2 - 1) o
計 Vm a x,.･ ･[s]
Ⅵs]- ∑
l
-
= l
K m ,i ＋[s]
- I(2-i)
また 一 般に代謝速度 と基質濃度の関係から 鮎 nedcPar a m ete rsを算出す
る ため に周 い られ るLinewe aver-Bu& プロ ッ トほ ､ 代謝速度が (2 - 1)
式で表現される場合(n >1)､ 直線と はならない . こ の場合une w e a v er-Bu枚
プロ ッ トから直接パ ラ メ ー タを正確に評価する こ とは不可能である ｡ し
た が っ て本研究では ､ 得られた代謝速度と基質濃度の関係を直接 (2 -
1)式 にあて ほめ ､ 非線形最/l､自乗法 (sim頭ex(Spe rdey,1962) によ っ
て パ ラ メ ー タ を算出した o ミ ク ロ ソ - ム を周 い た実験系から得られ た
Micぬelis定数 (Km 値) ほ ､ ミ クロ ソ - ム膜 へ の 基質の非特異的な結合
の ため ､ 基質とP - 4 5 0が直接結合するこ と によ る基質結合ス ペ ク ト
ル(Sdle nkm a n,1970)の解析から得られ る解離定数 (a s 値) とは必ずし
も 一 致せ ず､ あくまでも見かけの値とな る｡ しか し､ Be n z(a)pyT e n e
牡u etal.,1978)､ Te sto ster o n e(斑ya n etal.,1979)やWarfATin(Kamin skyetal.
,1978)で ほ精製さ れ た異なる P - 4 5 0分子種間で再構成で の K m 値が
大きく異な る こ とや､ また､ Biphe nyl､ 7- Eth肱yr e 紛r CinやAniRn e(John s o n
etal. ,1978)で は ､ 精製 さ れ た P - 4 5 0分子種の再構成系で の K m 値が
ミ ク ロ ソ - ム で の K m 備に極め て近 い値を示した｡ さ らに ､ βブ ロ ッ カ
ー ･ B mitroldの代謝 に関して ､ Suda nⅢで 誘導さ れた ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム で の 4位水酸化反応 の KⅠT聴 (9 0 7･fL M) と ､ 誘導さ れた主要P
- 4 5 0分子種 で ある P - 4 5 0MC- ほ 用 い た再構成実験で の Km億
(8 1 2FL M) が きわ めて良く 一 致した (仮家,1987) ｡ したが っ て､
ミ ク ロ ソ - ム を用 い た実験系で の速度静的パ ラ メ ー タ は､ そ の反応 に関
与して い るP - 45 0分子種の性質を定性的に反映して い ると考えられ
31
る｡ また､ 反応に関与して い るP - 4 5 0分子聴 の推定を行なう上では ､
異なる性 に 釧ナる代謝逮夜論的パ ラメ - 夕の 比 較や､ 無処理 ラ ッ ト肝ミ
ク ロ ソ - ムと誘導剤処理ミ ク ロ ソ - ム で の パ ラ メ - 夕 の比較から ､ より
療橿的な デ ー タが得られ る と考えられ る｡
本研究では ､ 無処理雌雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム ､ 誘導剤処理ラ ッ ト肝
ミ ク 四 ソ - ム (厨he 脚ba rbital(P B) およびSud弧 Ⅲ) を周 い た ｡ PB お
よ びSuda nⅢ は ､ 肝 ミ ク 四 ソ - ム の P - 4 5 0分子種親戚の変化を誘導
する偲義的な誘導剤で あ る ｡ Nめe鵬 ら によ る ア ミ ノ 酸配列に よ る P 一
塊 5 0分子穫令名法によ れ ば(且987) ､ 前者に よ っ て 誘導さ れ る㌘ - 4
5 0分子穫は 野一線50Ⅰ随 且mEB 2 ファ ミ リ - に分類 され て い る (Gon z a且e z,
1989) o 一 方､ 後者は い わゆ る3 - メ チ ル コ ラ ン 軒レ ンやペ ン ズパ イ レ
ンなどの芳香族炭陀永素と同じ分子榎を誘導するこ とが明かとな っ てお
り (『癖臨 餌 軌 且卵4) ､ 誘導され る分子聴は ､ 伊棚OEA 且フ ァ ミリ
- に
属する こ とが報告 され て い る (Gon z a旭z,且粥9) ｡ 本林節で は､ こ れ ら
の 肝ミ グ 四 ソ - ム を伺 い て ､ 馳i阿a min eからの 且次代謝尉㌫に関する詳
細な速度静的検討を行な い ､ それ ぞれ の 反応に閑卑して い る P - 4 5 0
分子種を推定する こ とを目的と した｡
[且]無処理雄雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で の Ⅰmipr a m畳n 8 代謝活性の
性差
無処理雄雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム を伺 い たⅠmipT a min eの in vi加 代謝
監in e虎c sの性差を調べ た｡
[実験結果 ｡ 考琴]
Fi農政e 2
- 3 およ び 2 - 4 は､ 基質濃度 に対する代謝物生成速度の
n o r m al プロ ッ トを ､ また､ Figu r e2
- 5 お よ び 2 - 6 に はその Lin-
e w e a v er- Bu汝 プロ ッ ト (以下 L Bプロ ッ ト) を示した ｡ L Bプロ ッ ト
か ら明らかなように ､ 雌チ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で の 環2位水酸化反応以
外の名代謝反応 の L B プローツ トほ直線と はな らず､ こ れらの 代謝反応に
関与する P - 4 5 0分子種の複数性を示唆したo こ れらの デ ー タ か ら､
N 甲 alプロ ッ トの代謝速度を表現する最適なMidlae温s-R 鹿nte n式の 数を､
32
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非線形蔵小自乗法より計算され たKm ､ Vm 拡備に基づ くシ ミ ュ レ ー シ ョ
ン結果 と実測値の 一 致性から評価した ｡ Tab且e 2 - 且 にそ の結果を示
した｡ 複数の 独 h 威is- Me 地 力式で代謝反応の 監触感cs が表現される場合､
その 式の 数を禰 (p has e) 数と呼び､ Ⅸm償 の外さ い 方から番号を つ け
た o また ､ 異なる サ ン プル 群での 比較ほ､ 岡桁数の Km儀を持 つ 相を同
じ番号で記した ｡ さ らに､ ある基質濃度での代謝速度 に肘する各相の育
与を今回調べ た基質濃度範囲 (且.5 一 且5 00jA M) で計算し た結果を F孟g-
ur e2 - 7 に示した ｡ N - 脱メ チ ルイヒ反応は ､ 両性で 2相性を示した
(Table2 - 1) o こ の 反応の性差の特徴は ､ 全基質温度範囲 で性差が
観察され るが (Figur e2 - 3) ､ 高基質浪皮領域で活性の雌雄差が/l､
さくな る傾向があ っ た (Figu re 2 - 5) ｡ 各梱の寄与率を示した 『五g-
ur e2 - 7 から､ 雄の 場合 p has elの 寄尊ほ 5 0Fe M以上 で無視 (<
1 00/.) でき† 広 い 範囲で 馳 as e2 (Km - 7 3p M) の活性が担 っ
て い る が ､ 一 方､ 雌で はP has e3 の Km が大き い た め (8 2 3jL M) ､
雄に比較して広範囲で Phas el が代謝晴性に寄与 して おり ､ その 寄与
率が1 0 %以下 になる の は 1 0 0 jL M以上 で あっ た｡ また ､ 雄の 鞄as e
2 と雌の Phas e3 の V m 弧値は雌雄間で ほ とん ど等しい (Table 2 - 1
参照 ;雄 4.且5v s.雌 4.31nm o且e/min/mg pr oteim) ため ､ 広 い 範囲で の 性差
は雄pha s e2 と雌phase 3 の Km 債の 差 (甘地始 2 - 1参照 ;雄73.O v s.
雌 823jL M) に依存して おり､ 雄のP has e3 が飽和する に したが い ､
性差が消失して い く こ とが明かとな っ た｡
一 方､ 環2位永酸化反応は､ Table 2 - 1 より､ 雄で 2相､ 雌で ほ
1相で解析され､ K m値の 低 い相 の 間では ､ 両性で有意な差 は認められ
なか っ た｡ Figw e2 - 4 の No r m alプロ ッ トから明らかなように ､ 環2
位水酸化凪蒜に関して は広 い範囲 (< 10 0p M) で性差が認められな
い 航 基質濃度 が高くなる にした が い ､ 雄の代謝痕性が蝶よ り大きくな
り､ 性差が顕著にな っ た｡ こ れ は ､ 雌で ほ phas elが全濃度で の 代謝
活性を担 っ て い る の に対 し､ 雄で は高濃度 にな るに したが い Km億の大
きな (2 66FE M) p ぬs e3 が関与してくる こ と に起因して い る と考え
られる ｡
3 7
Ta b le 2 - 1
E 王N 富野E C P A R Å凹富T 富盈SくE:皿 & Ⅴ皿 畠Ⅹ) F O況 N - DE 粥宅T H Y L ÅT ⅡO N
A N D2 - H Y D 丑0 ⅩY L ÅT E O N O F I 粥ⅡP R Å粥ⅡN富 I N CO 紺T ROL M A L 玉
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R E LA TrV E CON TR 旧U T】O NOF M E T A B O u C V E LOCIT YOF KIN E TfC
P HASE T O TOT A L V E LOC 汀YOF 】M3P R A MIN E 2- H Y D ROX Y LATIO N
(免 A N D ら)A N D N- D E M E T H Y LAT[O N(CA N D D)ⅠN M A LE(A A N D C)
A N DgE M A LE(B A N D D) R ATL書V E R M】CROSOM ES.
Numbe r n e xt to e a ch lin e shows the n u mber of
.
pha s ede s cribedin Tab一e 2-1 .
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[2] phemoba地 軸E およぴ suぬm 捌 前処理 ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で
のすm 柳盈m壷ne代謝 蜘 etic sの放較
p henobarbiial(P B) お よびSuda nⅢ (Fujita et al｡,且984) は異なる P
- 45 0分子種を増量させ る代表的な誘導剤である ｡ こ れ らの誘導剤で
前処理 (P B;80 m選推g/dayi.p. 5 日間､ suda nⅢ;40mg偲g/dayi.p. 5
日間) したラ ッ ト肝臓から調製したミ多ロ ソ - ム を伺 い て ､ 代謝kinet-
icsを調 べ た ｡
[実験結果]
Figu re2
- 8 に ほSudan Ⅲ処理雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の結果を ､
また ､ Figure 2
- 9 - 2 - 1 0 にはP B処理雌雄ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ -
ム での 結果を示したo また ､ 非線形最小自乗法より得られ た パ ラメ - 夕
を Table 2
.
- 2 にま とめ た .
雄におけるS威a nⅢ処理 によ る速度論的パ ラ メ - 夕 の 変動ほ､ 全て の
反応経路 に関して認め られなか っ た (Figu 陀 2 - 8 ､ Tab且e 2 - 2) 0
一 方､ P B処理 で は ､ 雌雄ラ ッ トで ､ パ ラ メ - 夕 の変動が認め ら れた
(Tab且e2 - 2) . 雄の 脱 メ チ ル化反応ほ ､ コ ン ト ロ ー ル (無処理) で
は 2相で解析された が ､ P B処理する こ とに より1相で解析され る よう
にな っ た (L Bプ ロ ッ ト が直線 と なる ､ Figu r e2-9 参照) ｡ ま た ､ そ
の 相の Vm 弧値は ､ コ ン トロ ー ル での 監m値の 高 い方の 相の 約 1 ｡ 5倍
であ っ た. 一 方､ 雄ラ ッ トに対する P B前処理 の影響も､ Figu r e2 -
9 およ び Tab且e 2 - 2 か ら明らかな ように ､ 補数の 減少(2相から1
棉)とな っ て 表わ され ､ その相の Ⅹ m 値 ほ雄の P B処理 で得られ た値と
極めて近 い値 とな っ た｡ すなわ ち､ コ ン ト ロ ー ルの 状態で認められて い
た顕著な性差は ､ 雌が P B誘導を受ける こ と によ っ て消失 した｡ こ の現
象は ､ Ⅴ 湖 Ⅹの変化でほ なく ､ K m 値の 変化によ る こ とが明か とな っ た.
環2位水酸化反応に対するP B処理 の雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム におけ
る誘導効果は ､ 相数の 変化を伴わず､ Km値 の 高 い 方の相 の Vm ax値が
約2 . 5倍上昇し (Table.2
- 2参照) ､ さ らに ､ K m 億 が低下 (2 6
6 - - 1 1 9FL M) する こ と.によ り､ 約4 0FL M付近 で代謝速度の逆転が
認められ た ｡ 一 方､ 雌で は ､ 新 し い相の 出現が認め られ､ その相 の K m
借は雄ラ ッ トで の高 い 方の K m 億 と比較的近 い こと か ら､ 高基質濃度で
40
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T his shows the r e sults ofone experim e nt typIC al of thre e.
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of
は雄ラ ッ トの 活性 に近付 い て い く こ とが明かとな っ た (Figu r e2 - 1
0) o
[考察]
以上 のhnipr amin e代謝静隆に与える諌導剤 (P 盟) の影響を検討した
結果よ り ､ ラ ッ トをP B で前処理する こ と によりVm a x値を 且.5 - 2.5
倍程度上昇させるだけで ほなく､ K m 値も変服すること が明かとな っ た o
K m 儀は 一 般に､ その反応に関与して い る酵素(ある い は本研究の場合､
酵素分子種) に特有の もの である と考えられる の で ､ P 馴こよる K m値
の 変化は ､ ミク ロ ソ - ム に∃削ナる その 反応に関与して い る酵素分子種の
構成の変動を反映して い る と考える こ とが で きる ｡ 払 Ⅴおo 実験か らあ
る代謝反応が誘導剤に よる影響を受けるかどうかを検討する場合､ - 般
には十分 に高 い 基質濃度 で の Vm 弧 儀の 測定 に よっ て宥恕われ るが ､ 令
臥 取血pr ami泥 代謝反応 のP 馴こよ る影響を検討した結果よ り､ 誘導剤
の影響 が Km 値の変動を引き起 こ した場合(特に雌ラ ッ ト肝ミク ロ ソ -
ム で の脱メ チ ル化反応). ､ た とえVm a x備 に変偲がなくとも､ 低基質濃
度 で の 代謝活性の大きな変動を招.く結果とな る こ と がわ か っ た ｡
h申ramin eの 誘導効果の基質濃度依存性を､ P B処理 とコ ン ト ロ ー )i,
の ミ ク ロ ソ - ム に 掛ナる各基質濃度の代謝速度比率 (Vp B/V｡ ｡ N r R ｡ L)
で表現し､ その 結果を Figu r e2 一 旦 且 に示 した｡ K m 償 に変化 がな
く､ Vm a x億が上昇した場合 (雌雄環2位水酸化反応お よび雄脱メ チ
ル化反応) ､ 各基質濃度で の代謝活性の比 は､ Km値の差によ っ て高基
質濃度にな る に した が い 上昇 し､ Vm ax優に達した後､ 一 定の 値 (コ ン
トロ ー ル とP B処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム での Ⅴ 淵 題借の 比) とな っ たo
こ れ とほ対照的に ､ 蝉に 釧ナるImipra mirE5脱メ チ ルイヒ反応で ほ ､ P B
誘導によ っ て Vm 弧億 は ほ と ん ど変動しな い が (コ ン トロ - ル ;0.3 ＋
4
･3チ- 4･62 v s･ P B;3･81) ､ K m 値が約 1 0分の 1 に低下し (823
か ら7 且.3jA M) ､ P B処理 で の代謝活性が飽和する基質濃度が コ ン ト
ロ ー ル で の値よりかなり低くな る ため ､ 低基質濃度領域で の代謝活性の
比 の顕著な上昇が認められ､ そ れ以後､ 誘導効果は消失して い .くパ タ -
ン とな っ た ｡ こ の こ と は ､ Vm a x値を測定する ことに よ る誘導効果の程
度の判断ほ必ずしも低基質液圧で の代謝速度の変化の程度 に反映して い
な い こ と を意味して い る ｡ 多く の 誘導実験 によ る報告は ､ Vn n x値の み
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を測定 しており､ 対象 として い る代謝反応に園与して い る酵素量 の増減
に関して検討したも の が多いが ､ 一 つ の代謝反応にも複数の P - 4 5 0
分子種が関与して い る こ とが明らかに されて い る現在､ 本研究の ように
臨床で の 薬物投与指針に与える情報を目指したin vi加 代謝実験で ほ ､
コ ントロ ー ル で の デ ー タの みならず､ 誘導剤に よる代謝活性の変動を調
べ る場合に も､ 詳細なKin etic sの 必要性を示唆する結果とな っ た ｡
4 7
2 - 3 ラ ッ ト肝ミクE3 ソ- ム におもサる臣m 柳amime藤代謝速度の性差
と老 脚こよ る偲謝活性変動に関する検討
1 ､ 2節 に 釦 ､て ､ 放血pr arnin e各代謝線路に関与して い る P
- 4 5 0
分子種の性差及び誘導剤に対する感受性の特徴をKin由csか ら明らか に
した. そ こ で各P 一 連 5 0分子種 を准定する 上で ､ よ り明確な指針 を与
える と考えられ る都Enipr a血 e代謝経路の反応速度の 雌雄ラ ッ ト で の 老
化に よる (3 カ月か ら3 0カ月齢)変動を調べ た ｡
[実験結果]
Figur e2
- 1 2 には､ 血ipr amin e代謝経路 のうち ､ 主要な 4 つ の 代
謝経路に つ い て 雅雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム で の 代謝活性の老化に よ る変
動を示した｡ 払ip汲 mineおよび2 0H - I M Iの 脱 メ チ ル化活性は若齢
時 (3 - 1 2.B 齢) に顕著な性差を示 した が ､ それ以後雌と 同じ レ
ベ ル
ま で低下し､ 性差が消失した｡ 一 方 ､ hnipr a nineおよ びD M Iの 環2位
水嘗財ヒ反応にほ若齢から老齢にかけて 活性の顕著な変北およ び性差 は認
め られなか っ た ｡
[考察]
老齢化社会になりつ つ ある現在､ 老齢患者と薬物代謝活性 の関係を明
らか にするこ とが必要となり､ ラ ッ トをモ デ ル動物 と した多くの実験結
果が報告されて い る伊u3
'
ita etal. ,1983,1985a,1985b;Kitaga w a飢 al.,1984)o
こ れらの報告をまとめ ると､ 代謝活性の老化 によ る変動パ タ - ン は ､ 基
質によ っ て大きく二 つ の パ タ ー ン に分ける こ とがで き る (次 ペ ー ジ図参
照 ､ 鈴木 且985 から引用) ｡ すな わち ､ A min op yrirE:の 脱メ チ ル化反
応 や 説e x oba rbi宅a且の 酸化反応の よう に ､ 若齢時 (3 カ月齢) に ほ顕著
な性差 が認め られたが ､ 老化する に従 い (2 5 カ月齢以後) 雄で の代謝
活性 が急激 に低下 し､ 性差 が消失する タイ プ (タイ プA) ､ Ånilin eの
水酸化反応の ように ､ 若齢から老齢にかけで性差が認め られず､ また､
代謝活性の大きな変動をともなわ か ､タイ プ (タイ プB) で ある o タイ
プA に属する代謝活性の雄ラγトで の老化による代謝活性の変動 (低下)
の メ カ ニ ズム に関して は ､ い く つ かの 貌が報告されて い る ｡
48
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すな わち ､ ①総 P - 4 5 0含量 の老化 にともなう低下 (Kaもo & Taka一
皿aka,且967;且968) ･ ､ ②P - 45 0に電子を供与する酵素であるN AD P H
Cyto chro m e aRedu c臨s e活性の 老化 に伴う低下 (Schm ucker e息 a且.,且982
) ､ ③ミ ク ロ ソ - ム膜の流動性の質的変化 (s ぬetal”且982; Å mbre cht
e屯 a且
. , 1982) お よ び④P - 4 50分子種の構成比 の老他 にともなう変
動 (Rika n s& Nodey,且98岬 u3
'
ita eta且.
,
1982) な どの機構が提唱されて い
る ｡ こ れ らのうち ､ ①③は Anilin e凍酸化反応活性や h ipramine環2位
水酸化反応活性 の ように老化して も代謝静性の変動を示さな い代謝経防
(タイプB) の存在を説明で きな い o また､ ⅠmifWamin eの ように同 一 基
質であ っ ても脱 メ チ ル 化反応と環2位水酸化反応間で異なる変動 パ タ ー
ン (前者はA ､ 後者は B) を示す実験事実を､ 膜の 流動性が垂 - 4 5 0
と基質間の相互惟 馴 こ影響を与える要因で ある とい う観点(③) からは
説明できな い ｡ したが っ て ､ 現在でほ①の説が有力である｡ 事実､ 性差
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Ea ch point a nd ve rtica一 bar repre s e nts the me an±S.E. oずthre e
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'
m e nts.
5 0
発現に関与し､ また老化にともなレ､その ミク ロ ソ - ム申で の 存在量が低
下 して い くP - 4 50分子種が同定精製されて い る o この P - 4 5 0分
子種は精製した研究者に よ っ て様々 な名称 (㍗ - 45 0m弧e [Ka mtaki
etall,1982;Kate & 監a m atki,1982; Ka m atkietal.,且985],鼠LM5[Jan s s o n et
aL,1985],h[Rya n eもai･,1984], 2c[Wa x m a n,且984], ” - 叩Ma蜘 m oto et al.,
1% 6]) で呼ばれて い る 航 本研究では P - 4 5 0mlt命名した 軸ka
et al･,1989) ｡ こ の P - 4 5 0分子穫畳が雄で高く､ また ､ 老化に よ っ
て減少するメ カ ニ ズム は ､ 現在の とこ ろ､ 明確な見解が得られて い な い
が､ ホルモ ン レベ ルとの因果関係が指愉されて いる. その例として､ 触
が脳下垂体からの雌性化 フ ァ ク タ - 肝e miniz ado nFa cto r;成長ホ ル モ
ン で ある と言われ て い る(Mode etal.,1983))の 分泌の調節を行な っ て お
り､ さらにそ の分泌パ タ ー ンの 性差が肝臓の雌性化に影響をあたえて い
る可能性を示唆する報告(Ede n,1979)b号ある o
これ ら､ 肝臓 レベ ル での 薬物代謝括性の老化 に伴う変動と ヒトで の体
内動態を関連付ける臨床デ ー タ として､ 払ipr amin eの 変動につ い て報告
さ れて い る(Abe methy 郎 1･,1985)｡ 同文献で は h ipramin eの ヒ トにおけ
る体内動態ほ ､ 若齢被験者と老齢被験者間で有意に消失ク リ アラ ン ス が
低下 して い る の に射 し､ DMI で ほ､ そ の消失が影響を受けない こ とが
示さ れ て い る o こ の 試験の投与量 で ほhnipr a nin eの 消失航 聯メ チ ル化
反応に基づ い て い る の に射 し､ DM I は環2位水酸化励芯が担っ て い る
と考えられる｡ した が っ て ､ こ の 臨舞上の試験結果ほ ､ 本研究で得られ
たラ ッ ト肝ミク ロソ - ムで の老化 によ る代謝活性変動パタ ー ンの代謝経
路依存性を反映して い る と思われる｡
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2 - 喝 葛m量pFa m亘n e代謝に お け る脱メ チ ル北辰応 に関与する
P 一 喝 5 0分子種の解明
前節ま で の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム を周 い た代謝 温血etics実験 から､
払iFamin e名偲謝経路 に関与して い る P - 4 5 0分子種の推定を行な っ
た ｡ 本節 [1〕 で は ､ この 推定をより確実にするため若齢雄性ラ ッ ト肝
ミ ク ロ ソ - ム で 最も多量 に存在し､ また廟遵及び老化 によ る代謝活性の
変動を引き起 こすP - 4 5 0分子種で ある P - 逢 5 0m且と雌性ラ ッ ト
肝 ミク ロ ソ - ム の 主要P - 4 5 0分子種 である P - 4 50分子種 (こ こ
で は T-450F) の精製標品を用 い た再構成系で のⅠmipr a min e代謝経路の
各代謝反応に対する触媒括性を調 べ た ｡ また ､ 本節 [2] で は､ こ れら
の P - 4 5 0精製標品のうち､ P - 4 5 0m且に対する抗体を伺 い て ､
払i野a min eの各1次代謝速度 (脱メ チ)I,化反応､ 環 2位水酸化反応) に
対する 阻害効果の比較検甜と､ 若齢(3 ケ月齢) お よ び老齢 (2 8ケ月
齢) 雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で の 馳ipr a m払e脱 メ チ ル 化活性及 び環2
位水酸化活性 に対するP 一 塩5 0抗体の 阻害効果を調べ ､ Ⅰmipramin e脱
メ チル化凪芯の性差及び老化によ る反応速度の変動 に対する P - 4 5 0
mi の関与を明らかに し､ また ､ 2次代謝経路を含 め た各代謝反応経路
間での 反応に関与して い る P - 4 5 0分子種の相同性およ び独立性 に関
する知見を得る こ とを目的と した｡
[1] P - 4 5 0m且およ びP - 4 50 Fを周 い た再構成実験
本実験で の再構成系は ､ 精製P - 4 50本体 と N A D P 迅Cyt.P-450還
元酵素およ び Dilau r oyl-Pho sphaddylChoiin eのCL,P)に よ る非ベ シタ ル
系で の電子伝達系によ っ て作成した｡ 再構成糸で の 触媒活性はP - 4 5
0分子種の その 代謝反応に関与する可能性を調べ る とともに ､ 触媒能刀
の有無を部断する有周を手段で あ る と考えられ る｡
[実験結果]
Figur e2
- 1 3 に ほ ､ P - 4 5 0nlと F を､ ま た ､ 基質としてⅠmi-
pr amineおよ び その 1次代謝物2 0H - I M I､ D M Iを周 い た 再構成
系での各代謝反応に対する角蛸日計性を調べ た結果を示した . 雄に お い て
52
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主要P - 4 5 0分子種で あ るP - 4 5 0mlは ､ 払ipramin eおよ び2 0H
- I M Iの 脱メ チ ル化励芯を良く触媒した の に対 し ､ hnipr a min eおよ び
D M Iの環2位水酸化反応 は全く触媒しなか っ た｡ また､ 雌 における主
要P 一 塩5 0分子種 で ある P - 4 5 0F は､ Ⅰmi伊a min e代謝経路に お け
る全 て の代謝活性 に関与 して い な い こ とが明かと な っ た ｡
再構成系に おける触媒活性の大きさ か ら直接ミ ク ロ ソ - ム で の代謝活
性を評価する こ とは できな い が､ 少なく とも再構成系で触媒能力が無い
P - 4 5 0分子種が ､ ミク ロ ソ - ム で の 代謝反応に関与して い る可能性
は棲めて低 い と考えられるo 従 っ て ､ P - 4 5 0mlがⅠmipramin eお よび
D M Iの 環2位永酸化反応に は関与せず､ またP - 4 5 0 F は全 て の
Imipramin e> 代謝反応に関与して い な い P - 4 5 0分子種であ る と考察
され た｡
[2] 若齢およ び老齢 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の hnipr a min e代謝活性
に対する P - 4 5 0ml抗体を用 い た 阻害実験
精製P - 4 5 0を用 い た再構成糸で のImipr amin eおよ び2 0H -
'I M Iの 脱メ チ ル化反応で は ､ P - 4 5･O mlが非常に高 い触媒活性を
示したo しかし､ 耳m享pr amirE)の肝 ミク ロ ソ ナ ム における代謝反応 に は ､
複数の P - 4 5 0分子種が関与して い る こ とが示唆された (前節まで)
の で
､ 再構成実験の結果が ､ 直接 (定量的に) 肝ミク ロ ソ - ムで の代謝
滑陰には結び つ かな い ｡ したが っ て ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム の代謝にお い て は ､
P - 4 5 0のあ る分子種がどの程度関与して い るか ､ 定量的に知 る ため
に は その 分子種の抗体(ⅠgG)によ っ て その P - 4 50分子種由来の代謝
活性を阻害する実験方法が有用な手段 であ ると考えられる ｡
[実験結果]
Figu re 2
- 1 4 には ､ P - 4 5 0m l抗体の 蛋白量 によ り､ 若齢雄性
ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で のImipr amin eの 2つ の 一 次代謝静性がどの よう
に変動するかを示した ｡ こ の結果から ､ 阻害が飽和 に達した時､ 脱メ チ
ル化活性は P - 4 5 0mlに.より約8 0%阻害を受けたが ､ 環2位水酸
化反応 に は ､ ほ と ん ど 阻害が み られな か っ た . また ､ P - 4 5 0ml抗
体を5 皿 g添加した と きの 阻害が加齢 に よ っ て どの様に影響される かを
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FiguT e2
- 1 5 に示した. 雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で の 脱メ チ ル 化
活性ほ3節の検討よ り､ 加齢に拠 っ て 約1/3 に低下する (3 ケ月齢 -
28 ケ月齢) こ とが明らかに され た (本実験で の コ ン トロ - ル Ig G
添加時 の代謝活性 の変動 と対応して い る) o 本実験 にお い て P -
4 50m且の 添加に よ り､ 3 ケ月齢で は8 1 %阻害された の に比 べ ､ 2
8 ケ月齢では 5 8%阻害と ､ 阻害の程度が顕著に低くなっ たが､ 阻害さ
れなか っ た活性値はほ ぼ等しく､ 雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で認められた
加齢 によ る脱メ チ ル化括性の低下 がP - 4 5 0ml畳 の 減少に基づ く活
性の低下 に起因して い る こ とが示された. 一 方､ P 一 旦 5 0m且に依存
して い 凱 -I mipra min e脱メ チ ル化括性は年齢 の影響を受けな い こ と が わ
か っ た o ま た､ 環 2位水酸化反応には P - 4 5 0m且が全く関与して い
な い こ とが加齢 によ る代謝活性の低下 お よび若齢時の憶差が発現しな い
原因である こ とが明かとな っ た｡
[考察 ( [1] お よ び [2〕) 〕
本節 [1〕 および [買] の検討結果より､ 第 1節で明らか にされ た雄
性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム におけ るⅠ血pramirx5脱メ チ ルイヒ反応で の 性差お
よ び節3節の実験よ り得られた加齢によ る脱メ チ ル化活性の低下の 原因
がP - 4 5 0ml の量的減少である こ とが酵素学的レ ベ ル の検討より明
確 に解明され た ｡ 一 方､ 環2位永酸化反応を触媒して い る P - 4 5 0分
子種ほ ､ 本節の検静からも､ 解明きれなか っ たがこ 少なくとも､ P - 4
5 0ml ､ F の各p - 4 5 0分子種とは全く独立した P - 4 5 0が触媒
して い る点が明かとな っ た ｡
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2 - 5 宜mipramine代謝に お ける環2飽水酸化反応に関与す る
P - 4 5 0分子種の解明
前節まで の 検討か ら雄性ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で のh mipramin e代謝
にお ける脱メ チ ル化反応 は ､ 主 に P - 4 5 0mlによ っ て触媒さ れ て い
る こ とが明らか とな っ たo 一 方､ Ⅰmipr甲irx3に対 して親和性の高 い (K
m 億が小さ い) 反応 で あり ､ 低基質濃度で主 にhn由Tamin eおよ びD M I
自身の消失に優位 に関係してい る と考えられる環2位水酸化反応を触煤
して い るP - 4 50分子種を推定する決定的な検討結果は得られて いな
い ｡
imipramin 8B艮周時のImipr amin eに対する環2位水酸化代謝物 (グ)I,タ
ロ ン酸抱合体を含む) の尿中排壮量の 比率は被験者間で大きく2 つ の グ
ル ー プに分け られ ､ こ の 比率が 1.0 に近 い グル - プを E M(Exte n siv e
Metaboliz eT)､ ま た ､ ほ とん ど0の グル ー プはP M(Poo rMetabolizer)と
呼ん で 区別さ れた (Bro se netal.,19 86a) ｡ こ の よ うに ある特定 の代謝
活性が固体間で大きく2 つ の グ ル ー プに分 けられ る代表的な例はDd)ri-
s oquin e お よ びSparteineの永酸化活性が報告きれ て い る (Eichelba u m,
1982) o さ らに ､ これ ら代謝静牲の グ ル ー プ間で の差は ､ こ の 両代謝反
応を触媒して い る特定 の P - 4 5 0分子種の発現を コ ン トロ ー ル して い
る 遭転子 の有無に基 づ い て い る こ とが明らか に され ､ こ の よ うな代謝皮
応を遺伝的多様性(GeneticPolymoTPhis m)の ある代謝反応である と呼ば
れ て い る (Eichelbaum ,1982) 0
また ､ D M I に関して も､ ヒ ト個人間における環2位水酸化反応速匿
がDebds oquheと よく相関する こ と (Br o s e m etal. ,1986a) ､ ま た､ Deb正一
s oquin eに対する P Mから得られ た肝 ミ
J
ク ロ ソ - ム で ほ D M Iの 代謝速
度も極 め て 遅 い こ と (spina etal.,19 84;Da vie s etal.,1981) ､ さら に ､ D
M Iの水酸化活性 ほ ヒ トおよ びラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム にお い てI btEi監喝血 e
に より競合的に 阻害 され る (von Bahr et al.,1984) などの実験結果 が報
告され て い る ｡ こ れ らの実験結果から､ ヒ トにお い て ほD M Iの 環2位
永酸化反応は ､ 主 に 臨br由粥uineおよ びs 卵 血eで代表される代謝反応を
触媒して い る P - 4 50分子種が関与して い る こと が強く示唆され て い
る o 一 方､ h ipr amin eの環2位水酸化反応が 加brisoquia /Sparte血 型 の
遺伝的多棟性発現に関与してい るP - 4 5 0分子種 に触媒されて い る可
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能性を支持する報告は､ 前述した ヒ トim viv oで の試験結果の みであり､
その 反応 に関与する P - 4 5 0分子種を､ im vi加 レベ ル か ら直接示唆
する実験結果は報告さ れて い な い ｡
ある特定 の代謝経路カ3TDe蜘s喝ui聡 /S 卵 ぬe塑の 遺伝的多様性発現に
関与して い るP - 4 50分子種 に触威されて い るこ とを調 べ畠ス ク リ ー
ニ ン グ試験 と し て ､ ヒ トお よ び ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ツ ー ム を周 い て ､ Spar一
癖血eの水酸化静隆に対する 阻害効果の程度を調べ る方法が報告されて お
り (瓦m aba etaL,且985) ､ 同文献で は､ NoT叫 脚ime､ Pr opT a n O且o且およ び
Quinidim eな どが棲め て強 い 阻害効果を持 っ て い る こ とが示さ れた｡ し
た が っ て ､ こ れら の薬物の 阻害効果はあ る薬物 の特定め代謝反応が
DebTisoquin e/Spa Ttein e塑の 遺伝的多様性発現に閑卑して い る P - 4 5
0分子種に触媒されて い る代謝反応であ るかを評価する第 一 段階の ス ク
リ ー ニ ン グに適し て い る と考えられる｡
そ こ で本節で は ､ こ れらの 強力な阻害剤であ るNo血pEylina (以下 N
T) ､ 恥 pr a n ol且(㍗ L) お よ びQuinidin e(QD) の 馳ipr a m五neお よ び
D M Ⅰの 環2位水酸化反応と 馳ipT a min e の 脱メ チ ル化反応 に対する阻
害効果を調べ ､ ラ ッ トに おける遮億的多様性発現に関与して い るP -
4 5 0分子種が ､ 瓦m妙m miyE,お よびDM I代謝に関与して い る可能性 に
つ い て検討する こ とを目的と した｡
[実験結果]
Figu r e2
- 16 に は雄 ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム で の瓦mipT amin eお よ び
D M Iの各代謝速度 に対するN T､ P Lおよ びQD の 併周 佃書) 効果
を示したo 併周剤 は ､ 払iprarrineおよ び D M Iの 環2位水酸化反応を極
め て 強く阻害した の に射し､ h mi伊amimeの脱メ チ ル化速度に対する 阻害
効果ほP Lで ほ全く認 められず､ また､ N T およびQDで は弱か っ た｡
さら に､ こ れらの 併周剤の 一 つ で あ るQD のI mi卵 min eおよ びD M Iの
環2位水酸イヒ反応速度 に対する阻害パ タ ー ン を調べ た監in eticsを Figu r e
2 - 1 7 に示したが ､ QD は両環2位水酸化反応 に対し､ 競合的に強
く阻害して い る(Co mpe舶v eⅠnhibition)こ とが明か とな っ た o
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[考察]
Debris oquin 缶の ヒ トに 掛ナるP Mほ ､ 他の い く つ かの 薬物 の ある特
定の代謝反応 に もP M であるこ とが知られて い る｡ 下表に はその 代謝宿
性の遺伝的多様性がむ曲Tis oquin eと良く相関する こ とが知られ て い る も
の を挙げた｡
鎧塾 辿
い る薬物とそ の 反応
薬物 代謝反応 引周文献
SpaTdn e
The n a c e血
Ph8 nね m in
Phe nytoin
No Ttripty且in e
¢Ⅶa n o x a n e
Perhe x姐in e
Ami軸tylin e
De sipr amin e
馳 opr a n oil
N-0Ⅹida塩on
¢･恥e ぬy且a由o n
p-Hydro xyiatio n
p- Hydroxylaito n
打a n 島-10- Hydr o xyla由on
6一 斑ydr o xylade n
7-Hydro xylatio n
liydr o xylade n
10-Hydr o xyla血)a
2一班ydr o xylatio n
4- Hydr o xyiation
N- Desis opropyla由o n
a
b
a
a
a
引用文献:a;Eichelba u m, 1982,b;Mellstro m etal.,1983,
c;C.v o aBahr etal. ,1984,a;La rrey etal.,19 84
この ように ､ ある薬物で は遺伝的多様性を示す代謝経路をもつ ため ､
臨床にお い て 安全な投与指針を立 て る上 で ､ 活性の 変動を考慮する必質
があり ､ それ に関連した基礎的研究として､ ヒ ト肝ミ ク ロ ソ - ム から遺
伝的多様性の発現に関与してい る P - 4 50分子種が同定精製され て い
る (Pisderath &Gu e ngerich,1984]で は P-450 db) . しか し､ こ の ような
遺伝的多様性は ラ ッ トでも観察され ､ Debds 叩 ineの水酸化活性があ る
6 2
特定の ラ ッ トの系統 (DA) でほ他の系統の ラ ッ トに比べ て極めて低い
こ と が報告さ れ た (Al-D abbagheもal. ,W81) o また､ ラ ッ トにお い て も
Debris oquin e/Sparteine の水酸化活性を効率よく触媒する P - 4 5 0分
子種が同定精製され (marT eyetal. ,1984】で はP - 4 5 0U T一斑) ､ ラ ッ
トにお い て も ヒ ト同様の P - 4 5 0分子種の遺伝的多様性にもとづ く代
謝活性 の変動が存在する こ と が明か とな っ た (監upfeT e忠 al. ,1982) .
さ らに ､ ラ ッ トよ り精製された P - 4 5 0 UT一斑 に対する抗体を用 い た
阻害実験からラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム で の Debris oquin e水酸化活性は ､ こ
の抗体 によ っ て ほ ぼ 10 0 %阻害され る こ とがわか っ た (Larr ey et al.,
1984) . した が っ て､ 本研究で の実験結果よ り､ ImipT 血 eおよ びD M
I の雄ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム で の環2位水酸化反応は ､ こ の 代謝速度が
N T ､ P L､ QD に よっ て 強く 阻害さ れ ､ ま たそ の 阻害パ タ - ン が競合
的であ る こ とから､ ラ ッ トにお ける遺伝的多様′ 娩 現に関与して い るP
- 4 5 0U T一 別 こよ っ て主 に触媒 され て い る可能性が高 い と考えられ
る ｡
6 3
2 - 6 8m
-
IPra mim e代謝に磨 ける平行代謝経路間相互作周
(Pa ra‖e3 PathwayFntera cio n)
本章第 1か ら5節ま で の酵素学的レ ベ ル からの 詳細な検討か らImわrarr>
in eの 雄性ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム 上 で の各代謝反応 に関与して い るP -
4 5 0分子種 の特定が行なわれ た ｡ 1次代謝物から2次代謝物を生成す
る二次代謝反応 の詳細な 鮎n edcsは検討しなか っ たが ､ 老化 に ともなう
代謝活性 の変動 パ タ ー ン (第3節) ､ 再構成実験系で の P - 4 5 0mi
の触媒能力 (第4節) ､ N T､ P L､ QD によ る阻害効果 (第5節) を
調べ た実験結果は､ それぞれ対となる 1次代謝反応の特徴を反映してお
り､ 関与 して い る P - 4 5 0分子種 の相同性 が示唆された ｡
こ れら各代謝反応に関与する P - 4 5 0分子種の関係を見 る と ､ Imi-
pra mhe代謝に おけ る同種 の (環2位水酸化反応 v s . 脱メ チル 化反応)
代謝経路時､ 同 一 の P - 4 5 0分子種 が触媒 して おり､ こ れらの 代謝経
路で は異な る基質 (Ⅰmipr a mineと 1次代謝物) が同
一 の P - 4 5 0分子
檀 (P - 4 5 0ml ある い は P - 4 5 0U T- ”) に対して競合的 に関与
して い る と考えられ る ｡
そ こ で本節で は以上 の推測からⅠmipramirE:代謝経路内 での 対 にな る代
謝経路間での 相互阻害関係を調 べ ､ ま た､ その 阻害効果の強さ (阻害パ
タ ー ン と 阻害定数 (KI) )を評価する こ とを目的とした.
[実験結果]
Figu r e2
- 1 8(上図) に ほIm*ra min eおよ びD M Iの 環2位永酸化
反応 に対する D M‡お よびh ipr a min eの 阻害効果を､ また､ Figu r e2 -
1 8 (下図) に はIm申ramirE)およ び2 0 H - I M Iの 脱メ チ ル化反応 に
対する20 H - I M I お よびhniFa mineの 阻害効果を示した｡ 実験結果
よりこ れらの 代謝経路間に は相互 に競合的な阻害関係(co mpetitiv elnhi-
bido n)が認められた｡ さら に ､ 各代謝経路の代謝 パ ラメ ー タ (Km ､ V
m a x値) とそ の経路 に対する阻害剤 (1次代謝物) の 阻害効果の強さ
(KI値) を同時 に評価すろため ､ 阻害剤濃度 を変えた と き の 基質濃度
一 代謝速度の 関係を競合阻害を取り入れた (2 - 2) 式にあては め ､ 非
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でab le 2 - 3
幽玄T ÅB O 且｡ⅡC P Å況Å紺雷T富盈S 野O R 甘開ⅡP R Å開ⅡN 雷 ÅN D ⅡT S
閲選T A B O h ⅡT 濫SÅN D 甘H 五首況 ⅡN T 玄耽ÅC T ⅡO N S
ⅡN 現ÅT h ⅡV E耽 M ⅡC R O S O 紺E S
a
R E A C T I O N V
m a x
b E
m
C 茨i
C
(= N H = B = T O R)
I M ヱ 2 H L l ｡ 09＋0 . l sd 1 . 2 1＋0 ｡ 1 1
D M ‡2諾L l ｡ 21♯0 . 1 0 0. 9 9ヰ･0 . l l
I M I N由L 6 ｡ 09＋0 . 7 9 1 8｡ 3＋3 ｡ 6
20 H- I m f N I) L 9｡ 53＋0 ｡ 8 5 25 ｡ 3♯6 ｡ 5
0 ｡ 9 5土0 ｡ 1 1 (D M I)
1 ｡ 2 0土0 ｡ 1 0 (I M I)
1唾 ｡ 3土.2 ｡ 1(2 0‡i- I M I)
2 9｡ 7＋2 ｡ 8 (r M I)
a Ab bT e Via 七io n s u s ed in t he table a r e a Sfo llo w s;
也
e
d
2 諾L, 2 - hydT O Xyla 七io n; NDL, N - de m e七hyla･t io n;
I M I,imipr a min e; DM I,de s IPr a min e 4
n m ole/m in/m g m ic T O S O m al pT O七ein ｡
n m ole/m l ｡
Da ta w e r ee X PT e S S ed a s m e a n土S ｡ E ｡ o f 3 a nim a且s ｡
6 6
線形最小自乗法によ り各パ ラ メ ー タ を算出した (Tab且e 2 - 3) 0
Ⅴ =
Vm8又･[s]
K - ･(且 ＋掛[s]
- (2-2)
こ こ で K
I
は阻害定数､ また[耶は 阻害剤濃度であるo Ta鮎 2 - 3 から ､
阻害剤自身の Km値 と､ その 阻害剤が 阻害対象として い る代謝反応 へ の
K
‡値が ほ と ん ど等しく ､ Figure 2
- 18 で 認め られた競合的阻害関係
が ほ ぼ完全な競合的阻害関係である こ と が明か とな っ た ｡
[考察]
一 般 に､ 親化合物 とその代謝物が相互作周を起こす関係 にある例は､
数多く報告されて い る . こ れらの 報告のうち特に肝ミ ク ロ ソ - ム を伺い
たin vitr o代謝実験系で P - 45 0 によ っ て触媒されて い るもの に つ い
てま とめる と次の ようになる (親化合物をÅ､ その代謝物をBとする) a
A からB にな る代謝過程で Aある い はBが直接その触媒活性を低下 させ
る場合が あるo 一 般的に ､ 前者 ほ基質阻害(SubstT ate lnhibitio n)､ また
後者は代謝物阻害(produ c屯 h hibi血n)と呼ばれ､ 前者の例 と してAniune
水酸化 (Abel,1981) ､ Ami坤 畔地e の 脱メ チ ル化反応 (窪軌 1988)
が ､ また後者の例として20H - DM Iの D M I環2位水酸化反応阻害
効果 (Y o n
.
Bahr & Or r e niu s
,
1971) が知られて い る . こ の 阻害関係 の特
徴 は､ P - 4 5-0が触媒酵素の場合､ A ある い はBが直接､ P - 逢 5 0
の 本来､ 分子状酸素が結合するサイ トに不可逆的に結合し､ その代謝能
力を低下 させ て い る点 であ るo 一 方､ Bがさら にCの 代謝物にな る逐次
型 の代謝経路をもつ 場合､ (A - - B) と (B 一 斗 C) の 代謝過程を触媒し
て い る P - 4 5 0分子種の相同性によ っ て ､ A ま∋よ びB が競合的な阻害
関係を示すこ とがある ｡ こ の場合､ P - 4 50分子種の相同性を分子学
倒 レベ ル から明らか に した上 で ､ 現象の解明を行な っ て い る例 はほ とん
ど無い が ､ Bあるい はCの 生成速度を測定し､ AからBあ る い はB から
C の代謝速度 に与える B あ る い は Aの 添加効果の E3n etic sが競合的で
ある こ とか ら､ 推測して い る例 と して ､ Te sID Ster O rEが水酸イヒ体の代謝反
応 に対して 阻害する例 (A が B- - Cを阻害;Jac obs o n etal.,1969) や
Amin opyrin eの 脱メ チ ル化代謝物が Am inopyrin eの 脱メ チ ル 化反応を阻
67
害 (B がA - - B を阻害;Bast皮 No ordhα汰,且980;Mats uy am a etal･,1985)
して い る例が報告さ れて い る ｡ こ の 他 にも D iphe nylbyda ntoin とそ の永
酸化代謝物との相互関係 (Bor o ndy et 弧 ,1972) ､ Phe nylbuta z one とそ
の 永酸化代謝物 oxyphe nbuta z o n eと の 阻害関係 (J 血che n& Levy ,
1972) ､ 臨ho xybe nz a mide とそ の 脱 エ チ ル化代謝物 (salicylami de) の 阻
害関係 (Lim 8も al.,1982) などが報告され てお り､ こ れ らの代謝物の
併用はin viv oに お い て も親化合物の体内からの消失速度を顕著に低下
させ る こ とが報告されて い る (次章参照) . しか し､ D蜘e ny払yda ntoin
以下 の 相互関係 に つ い て は詳細な K in etic sが調 べ られて お らず､ その
阻害パタ ー ンカキ上言己の どち らに属して い る の か判断する こ とがで きない ｡
Ⅰmipramim e に関して は ､ その 代謝経路 におレ､て対 とな る各代謝経路 に
関与する P - 4 50分子種の相同性が本研究から明らか に されて お り､
それを裏付け る結果と して次の 4 つ の 親化合物 一 代謝物間相互作用 が確
認された .ド ;脱メ チ ル化反応,
- - ;環 2位水酸化反応､ か - ;A
が矢印の先 の代謝経路を阻害する関係を示す) 0
(i) 川j- - - - - A- - - i>D削
』 幸
Ⅴ
川I B削
t
I
!
”
巾 ･ ■○一 ■
1
1
∀
20H･
亡 = =』
附 ( = )
(i i) l削
『 州 サ D削
20州 ふ20H 洲20H珊 cl†
(i V)
(i) から (iv) の ケ ー ス の うち ､ (i) およ び (ii) は前述 の逐次塾
代謝経路(A- - B - - C) の 場合に形式上当て はま るが､
-
(A - ち) と (B
- c) に関与 して い る P - 45 0分子種 ほ独立 して い る点で異な っ て い
る . また､ (iii) およ び (iv) の ケ ー ス は ､ 阻害剤と阻害される代謝経
路が同じ逐次型の代謝系路上に存在 して い な い o した が っ て ､ Ⅰmipra m-
in eの 代謝経路内 に確認され た親化合物 一 代謝物開梱互関係 ほ ､ 次ペ -
ジ左図の D にあた る共通した2次代謝物 (20H - DM I) が異なる 二
つ の 1次代謝物から生成される平行四辺形型の代謝経路に お い て形成普
6 8
Ai
6:
a
i
防
れる ユ ニ ー ク な相互関係である と考え
られる｡ こ の ような平行四辺形型の代
謝経路はblipra mine の他 に Lidu aine や
Dia RX:Ⅰ琴m で知られて おり､ 開発物 で は
肝 ミ ク ロ ソ - ム を周 い たin v血o 代謝
監血e血sで その 対となる代謝経路問で競
合型の相互阻害関係 が確認され て い る (Suzuki et a且. , 且984; 龍野 ､
且985) ｡ また､ 本節で得られた実験結果は ､ 前節まで の酵素学的検討か
ら明らかにされたⅠm転)r a mi捉代謝経路内での 対となる代謝催路に関与し
て い る P - 4 5 0分子種の相同性を轟付ける もの で あり､ 互mipramin eお
よ びD M Iの im viv o体内動態を予測する こ とを員的としたin vi飢) デ ー
タか らの 速度静的モ デ ル の構築に ほ､ in vi加 代謝実験より得られた反
応初速度から算出された代謝パ ラ メ ー タの俄 に ､ 境食的な阻害餌係を秦
わすK‡健を導入しなければならな い 可能性 が示唆され た o
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2 - 7 か括
第2章で の実験結果は大きく分けて以下 の 2 つ の 項目に要約で きる ｡
過 腰遮真数堕盛土重機温ま聖地退迩L遷遜盛
して い る P - 4 50分子種の検討
雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム における h ipr a m血e代謝経路における 2種類
の代謝反応に それぞ れ関与して い るP - 4 5 0分子種を酵素学的検討カゝ
ら明らか に した｡
(1)Ⅰmipr amin eおよ び 2 0 H - I M I脱メ チ ル化反応
ラ ッ ト肝ミクロ ソ - ム での 憾 活性の若齢時の顕著な性差(第2節 [1])
及 び雄ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム で の 老化 に ともなう代謝速度の低下 (第3
節) ､ およ び誘導剤処理に よ っ て も代謝静性が顕著な影響を受けなか っ
た (第2節 [2] )こ とから､ こ の代謝経路が雄ラ ッ ト肝臓 の主要P -
4 5 0分子種であ る P - 4 5 0m且に よ っ て触媒され て い る こ と が推測
され､ 精製P - 4 5 0分子種を伺 い た再構成実験お よ びそ れに対する抗
体に よ る阻害実験 (第4節) から確認された｡
(2)Ⅰmipra min eおよ びD M I環2位水酸化反応
Debris oquin e型の 遺伝的多様性に関連した薬物の代謝活性 に対する特
異的な阻害剤 で あ るQuinidin e､ No mipもylin e､ Pr opr a n ol 招 どを用 い た
阻害実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で の代謝活性の遺伝的多様性発現
に関与して い る P - 4 50分子種である P - 4 50U T一斑 が 2位水酸化
反応を触媒して い る こ とが示唆された (第 5節) 0
Ⅱ . 平行代謝経路開梱互作用
上述 の知見 か ら明か とを っ たIm*ra min eの 肝代謝経路 にお い て ､ 対 と
な る代謝反応を角嫁 して∨一､るP
- 4 5 0分子種間の相同性 に起因する相
互阻害作用 が認め られ た. こ れ ら の相互関係は ､ Ⅰ血pr amir Eお よ びD M
I の消失速度を低下させる方向に作用 し､ 南北合物 の体内動態に大きな
7 0
影響を及ぼす可能性が十分考えられ るo また ､ 亙n viv oの 体内動態を予
測で きる速度論的モ デ ル の 速度式に は in vitr o代謝実験の反応初速度
から算出さ れ た代謝パ ラメ ー タ (Km ､ V m 拡値) に加え､ 対となる代
謝経路間で の 禰宜作ノ剛厨ar alle且Pathw ay耳nter a cdon)を定量的に組み込む
こ と の必要性が示唆された｡
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第3章 ラ ッ ト肝玉ク m ソ - ム と･遊離肝細胞に お
ttサる
Em V絶『o 代謝jヾ ラ メ 一 夕 の比較
前章にお い て 明らか にさ れ た 払ipramin eの肝臓 に 掛ナる代謝反応 の
kin edc sお よ び酵素学的特徴 (平行代謝経路間相互作周) は ､ 肝細胞 に
お い て 最も多量 にP - 4 5 0が局在して い る肝 ミ ク ロ ソ
- ム を用 い て検
討され たもの で ある o 肝ミ ク ロ ソ - ム は ､ 多くの動物聴か ら比較的容易
･に分画できる生体試料であ るため ､ 多く の研究者に よ っ て 酵素反応 を解
析する酵素源として周 い られて い る が ､ こ こ で得 られた デ
ー タをin viv o
に 掛ナる薬物動態 - 外挿する場合 に は ､ 以下 の 点が問題 とな る o
①肝ミ ク ロ ソ - ム を用 い た代謝実験系で ほ肝細胞膜 (plas ma ‡偲 mbr a n e)
の 薬物に対する透過障壁 が無 い ｡ 薬物の膜透過が五m vivo で の代謝
消失 の律速段階になる可能性 が ある ｡
③肝ミ ク ロ ソ - ム
■
を 剛 ､た代謝実験で ほ ､ 細胞質液 (cyto s ol) を欠如
し て い る の で ､ こ の分画 に局在する代謝酵素 (グル タ チ オ ン抱合 ､
硫酸抱合など) に よ っ て代謝され る薬物で は ､ そ の細胞 レ ベ ル で の
消失速度を過小評価する危険があ為o また ､ ミ ク ロ ソ - ム 厳 に局在
す る酵素が関与する場合でも (ダ ル ク ロ ン駿抱合) ､ 吟to s ol分画に
存在するCo払ctor (U D PGA) の 人為的僕給が無 い と反応が進行しな
い ｡ 上記 の代謝速度の過小評価 に加え (produ ctlnhibitio n :第2章第
6節参照) があ る｡
③肝細胞内の 生 理的なイオ ン濃度や ､ 電子供給能力などが代謝反応を律
達して い る可能性がある ｡
そこ で本章で は ､ 今後 ､ Ⅰmipramin eおよ び D M Iの 薬物速度静的 モ デル
の 構築を展開するた め ､ 肝 ミク ロ ソ - ム を用 い た代謝実験か ら得られた
in vitr o代謝パ ラ メ ー タ お よ び代謝反応 の特徴を ､ 遊離肝細胞を用 い た
実験系で の実験結果と比較検討し､ 肝 ミク ロ ソ - ム で得ら れ た値をin
viv o へ 外挿する こ との要当性を確認す る こ とを目的とした｡
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3 - 一 道離肝細胞をPqい た代謝実験系での 反拓条件の確立
遊離肝細胞を周 い たin vitr o代謝実験系で は ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム を伺 い
た寛険系とは異なり､ P - 4 50 やダル ク ロ ン 醸抱合酵素活性に必要な
電子 A Co鮎もoTの供給 ､ 2価陽イ オ ン濃度などをÅ為的に調節する必要
が無 い . しかし､ 前車 で触れたよう に､ 2次代謝物を生成する馳ipEa m-
im8の場合で は､ 代議初速皮を評価する た め の 反応時間の設定ほ､ 1次
代謝物生成初速度を正確に求める ため に ほ､ 代謝寛験系を問わず重要な
検討現題である｡
[実験結果]
『蜘re3 一 且 に ほ ､ 反応時間と瓦Tripr a mi皿eおよ びD MI を基質と した
ときの それ ぞれ の代謝物生成量の関係を示した ｡ Figu re3 - l から明
らかなように ､ hni伊a mi皿e及びD M I が基質の場合 には ､ 1次代謝物の
生成量 は ､ お およそ3 0砂まで ほ基質濃度に比例 して 増加する (生成速
度が 一 定で ある) こ とがわか っ た . 一 方､ ⅠmipxamiIReか らの 20 H - D
M I(遊離型＋ ダル ク ロ ン酸抱合体の合計と して計算) の 生成ほ ､ 3 0
砂以内で は定量限界以下 (D M I お よび20 H - I M I生成量の 5 %以
下) であり､ Ⅰmip脚 m払eからの代謝物は ほぼ 且次代静物の みを=
.
限定でき
た. しか し､ 2 0H - DM Iの 生成ほ ､ 6 0砂B1降で は顕著に増加し､
また ､ 払ipra min eか らの D MI ､ 2 0H - I M Iの 生成も頭打ち の傾向
を示した｡ こ の こ とか ら､ 肝ミク ロ ソ - ム の 場合と 同様､ 遊離肝細胞を
用 い たin vitro 実験で も ､ 3 0砂を越えた反応時間で得られた1次代謝
物の生成量からその 生成初速度を計算した場合､ 反応初速度を過/j､評価
して しまう こ とが明か とな っ た ｡ したが っ て ､ 遊離肝細胞を用 い た
in vitr o実験系で も 30秒の反応時間を採周した｡
さらに ､ 立錐B瑚田月包の代謝実験系に お ける反応時間の検討の過程 で ､
Ⅰmipr amin e の 2位水酸化代謝物20 H - IM I は､ 抱合活性の無 い 肝
ミク ロ ソ - ム実験系とは異なり､ 0｡ ユ - 1｡ 5 〃 Mの 基質濃度範囲で ､
%
'
の 9 0%以上 が ダ ル ク ロ ン酸抱合を受けて い る こ と が明 らかになり
(Ta由e3 - 1) ､ 20 H - ⅠM Iの脱メ チ ル 化反応は ､ 肝細胞を用 い
た実験系で ほ無視で きる こ とがわ か っ た ｡
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ⅠNCU BATION TIM E (M N)
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【F 円E E＋G LUC U RON 旧E】, A N D20 H-D MuF R E E＋G LU C U R O N‡D E】
F R O M IMIP R A臥刷N E
,
O R 2bH-D M岬 R E E＋G LU C U R O N 旧E】F R O M
D E S[P R A MIN E §N ]S O LA T E D R A T H E P A T O C YT 臣S.
Key:(㊨)de sipra min e;(息)2 0 H-1M 8;(野)2 0 ‖-D M! fo r m ed fro m
imipra min e;(○)20 HID MⅠform ed fro mde s盲pra min e. 8n c ubations we re
pe rfo r m ed inthe re a ctio n mixtu re c ontaining1.0 x 10
6 c e”s/mL The
s ubstrate c o n c e ntratio nw a s10 nm oUmI. Ea ch pointrepre s e ntsthe
m eta n of 3 dete r min atio n s.
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Tab le 3 - 1
G h U C U R O N I D A T ⅡO N ÅC 管ⅡⅤ苫T 王富S 野
】
0 鼠 2O 溺- E 紙工野鼠Å朗I N 窓
Ⅱ尉 ⅡS O h A T 選D 取A T 罪濫P ÅT O C甘T 避S
喜三宝…喜芸琶tT冨t i｡ na G lufC. uT芸oe ndide 2 ｡ H竺ぷ n言…T;三三nc芝芸冒芸ga七e
0 ｡ 1 6 0 ｡ 15 91 . 3
0 ｡ 4 4 0 . 4 2 9 5. 5
0 ｡ 9 0 0 ｡ 86 9 5. 6
1 ｡ 5 0 1 ｡ 5 4 1 0 3
b
a
芸器芸…≡…
ed a s n m o1/mエ ｡
e d a s n m oユ. glu c u r o nide fo r m ed/30 s e c.
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3 - 2 遊離肝細胞 甘 肝 ミク m ツ ー ム代謝実験系での‡m 柳a mim e
お よ ぴD M 転 の代謝 蜘 et豆c sの比較
加ゎTamineおよ び D M Iの薬物速度静的モ ア)i,に伺 い る代謝 パ ラ メ ー
タ (監 m ､ V m a x) およ び前章で明らかに さ れた両薬物の 2位水酸化
経路間の相互作周 (平行代謝経路開梱互作伺) に関する阻害パ タ ー ンお
よ び競食的阻害定数を､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム と遊離肝細胞を伺 い た in vitr o
代謝実験から算出した ｡ 本節で は ､
①h垂rad m eおよ び D M Iの 代謝過程 が ､ 2 0 H- I M I と D M I､
また ､ D M I に関 して は2 0H - D M Iの 生成 によ っ て ､ 説明 で き
る か｡
②各代謝紐賂の代謝物生成逮夜に関して ､ 肝 ミ ク ロ ソ - ム および遊離肝
細胞甲代謝実験系から得られ か ヾラ メ 一 夕 を比較し､ 肝ミ ク ロ ソ -
ム より得られたパ ラ メ ー タ をim viv o代謝速度論的モ デ ル の 構築に
利周 で き るか どうか｡
③前車で明らか に されたぬipram亙ne代謝経路内 で の 平行代謝経路開梱互
作用が肝細胞 レ ベ ル で確認され る･か o ま た､ その 阻害形式及び阻害
定数の償が細胞 レ ベ ル で も反映され て い る か｡
以上の 点につ い て ､ 若齢雄性ラ ッ トか ら調製された肝ミク ロ ソ - ム およ
び遊離肝細胞を用 い た in vitr o代謝実験より比較検討した.
[1] 払ipr amin eお よ びD M Iの代謝K in edc s
[実験結果]
Figu r e3
- 2 の A, B に-は ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム で の ､ ま た ､ C , D に
は遊離肝細胞を周 い た代謝実験系で のⅠmipT a min e代謝 配 netic s を示し
た｡ A およびC は ､ im viv oで問題 とな る低基質濃度範囲 (¢.2 - 2.0
n md/mi) で のⅠmipramh
,
eの 消失速度 (㊨) と ､ 2 0H - I M I(A) ､
D丸4 I(□) の 生成初運慶を示した｡ また､ B およ びD に は､ こ れらの
生成 に関するK in eticsパ ラ メ ー タ をで き る だけ正確 に算出する た め に ､
高基質濃度 (3 7n mole/ml) に及 ぶ実験 の結果を示した ｡ Figu r e3 - 2
76
2.0
′■ ヽ
コ巳
㌫1.5
I
-
0
α
也. .
t ク
;E
～
≡1｡O
=
ヽ
ヽ
tJ
J
0
冗:
;巴
ヽ
-
メ
♪ 0 .5
{ 0.6
∽
J
_ J
uJ
U
u ⊃
O
亡0｡叫
諾:
●
■■
ヨ:
ヽ
ヽ
Ilj
J
O
:こ
5 o.2
>
/
少
′ d
′
t
′
′
′
′
′
′
′
′
瑠 I
J .息･ -
I
- ･ A
A
/
i,
I
/
/a
/
′
′
′
′
I
0 0.5
醍
A.0 1.5
㊨ メ
.
a
少
す
∫
一ヴ
6.0
5.0
叫.0
5.0
2.8
1,0
′
′
′
′
∫
J
′
′
随 ′∫
′
′
t
タ′
一
′
′
d
′
′
/
′
′
′
′
/
′
/
,;
′
/
/
Q /
J
′
/
′
q
'
l
l
q
･
#
･ -
･ q
･ - ･ - 4>L ･ -
･ ～ ● w . 小 一 -
0 且0 20
【 川i 】, (㈹ oL E/M L)
◎
2.0
”
J
′
′
◆
写0 勺0
.
Jl ･
′ ◆
J
d
I
■
′ l
L r
P
′
∫
′
′
′
′
■
′
′
′
J
′
′
′
′
,
J
･
･
d
q
･ -
I - I -
･
- ･ -
A
且.0
o.5 1.0 1.5 2.0 0
l
.
O
l
l
d
一
: a♂
?
I
.
′
′
一
n
♪ ･ - ･
- ･ か - ･ - I - ･ - ･ 功 一
10 20 50 叫0
‡ 川Ⅰ し ( 柵 O L邑/帆 )
Figu帽 3-2
E F FECT OF ‡MBP R A M‡N 臣C ON C E N T R A TION ON T = 臣 R A TE SOF
DSA P P E A R A 悶C臣 O F 亀MSP R A MIN E A N D FOR M AT隻ONS OF 20トトIM 5 A N D
PESIP R A M IN E IN R A T L邑V E R M[C R O SOM
'
臣S(UP PER)A N D 邑S O LA T 臣D
R A T H E P A TO CYT ES(LOVVE R).
Key:(㊨)dis appe a r a n ce r a始 oずimipr a min e;(△)触 m atio m o菅2 0 H-IM I;
(□)for m a紬 m of de sipr a mim e.Ea ch菅igu r e showsthe re s u[to官 o n e e xpe ri-
m e nt モypic alo甘three.
7 7
Ta b le 3 - 2
監丑N E T 耳C P Å盈ÅM 選管玄R SO F ‡M ⅡP 況Å閃ⅡN 凝 ÅN D D 濫S ⅡP R Å粥E N 習
粥E T ÅB O L ⅡS 凹 ⅡN 況ÅTL ⅡV E 温 朗E C R O S O M 選S ÅN D H 濫P ÅT O C Y T 選S
a
Fo r m at io n Pr epa T a 七io n
a Em
b
Vm a x Vm a x,
2 0王手- I M 王
” 0 . 9 4 9＋0 .
.
0 2 8 1｡ 2 4＋0 . 06
C
舶 . 6＋2 . 2e
c o｡ 7 0 6＋0 ｡ 0 4 2 0｡ 5 26♯0 . 05 9d 51 . 5 す5 ｡ 8f
D M I
” l l｡ 3＋5 ｡ 1 2 8｡ 03＋1 ｡ 2 2C 2 89 ＋44e
c 8. 1 9＋0 . 55 2. 01＋0 . 1 4d 1 9 7＋1 4f
20 H- D M E
” O ｡ 957＋0 . 084 1｡ 2 6＋0 ｡ 1 2C 4 5. 4＋4 ｡ 3e
c 1 . 45＋0 ｡ 2 0 0｡ 56 7＋0 ｡ 027d 5 5｡ 6＋2 ｡ 6f
M l｡ 9 2＋0 . 21 0｡ 3 3 5＋0 . 09 1C ユ2 . 1＋3 . 3e
.T
£三宝ae芸｡且i 七e s‥ ｡ 2 ｡ 3 8.｡ ｡ 67 ｡｡ 1 65♯｡ . . 19d 1 6. 2♯1 . 9f
a
Da ta w e r e e xpr e s s ed a s m e a n＋S ｡ E ･ o f 3 e xpe Tim e nts
Åb bT e Via tio n s u s ed in 七he 七a b le a r e a Sfo l lo w s;
硯 T冨蓋……言
s
冨冨
e
芸孟.
c
i
'
;m主ヲ
ola七ed he pa 七o cy七e s I
言霊芸…≡≡…慧
a
a≡≡≡…圭;芸三芸;T告6m芸ce言冒≡?m al pr o七e in
｡
e
vm a x ob tain ed fo r l o o m g m ic r o s o m al pr ot e in W a s
e xtr apo r ated to 七he Vm a x
' v alu e (n m ol/m in/g l iv e r)
by u sin g 七he m e a n of t he obs e T Ve d v alu e fo r t he P -
冬5 0 c o n七 e nt p e r g r a m m of
m e a n土S ｡ E . , n = 3】 a nd 七be a ve r age
mic ro s om e s ど 0 . 82 5土0 . 0 85 n m oI
pr ot ei n , m ea n土S ｡ E ｡ , n = 3】 u s ed
li v e r r2 9｡ 7土3 ｡ 0 8,
P - 4 5 0c o ‡1te n t in 七be
P - 4 5 0/mg m ic r o s o m al
in t h is stu dy . The
Vm a x' w a s c al c ul a.t e d a s f o l lo w s; V m a x
'
= V m a x x
2 9. 7(n m oI P- 4 50/蛋 l iv e r) /0 ｡ 825 (n m oI P- 4 5 0/m g
fv
m
m三≡
T O
.芸;芸筈三e芸
r o
f三…i写…占 Ⅹ1 ｡6 c el ls w a s e xt.r ap｡Iate ｡ t｡
t he Vm a x' v alu e (n m o1/m in /g l iv e r) by u sin g t he
;
e
o号
o r
c
t
e
e
l
d
l s
C
,
0
冨
te
l
n
i
t
v e
O
r
f
,
h epa 七o cyte s in r at l iv e = 9 ● 8 Ⅹ
(Za h l te n , R . N . & S tr atm an ,
F . W . , 1 9 7 4) . ･ T he V m a x
l
w a s c al c ul a t e d a s
fo 1 1o w s;
vm a x, = vm a x x9こ8 Ⅹ 1 07 (c el ls/g l iv e r) /1 0
6(c el ls ) .
7 8
A, Cか ら､ Ⅰmiplu nin eの消失豊 は ､ ほ ぼその 1次代謝物の 生成量 の和
となり､ 本研究で調べ た基質濃度範囲で ほ他の代謝物の生成ほ､ 無視で
きる こ と が明かとな っ た ｡ また､ Figures - 2 Bおよ びD から､ 2
0H - I M IとDM Iの生成に関与するP - 45 0分子種は､ それぞれ ､
hiかaffiniもy-且o w- c apa ci呼 とlo w- affinity-hi選恥capa ci呼の対照的な特徴を持
つ こ とが認 め られ た ｡ 各代謝パ ラ メ ー タを非線形最小自乗法 sまmpla x
を用 い て算出した結果を Table3 - 2 に示したo 両代謝実験系 で ､
D M I生成の K m およ びV m a x 倦は ､ 20H - I M I生成に関する億
の約1 0倍であり､ 肝ミク ロ ソ - ム で の特徴は遊離肝細胞に お い て 良く
反映されて い る こ とが明か とな っ た o
同様に ､ Figure 3 - 3 A, B に は､ D M Iの消失 (㊨) お よ び 2
0H - D M Iの 生成 (A) に関して､ 肝 ミク ロ ソ - ム (A) ､ 遊離月瀬田
胞 (B) を用 い た代謝窺験系より調べ た結果を示した｡ 両代謝実験系に
お い て ､ D M Iの代謝過程は､ 20H - DM I の生成だけ で は7 0- 8
0%程度しか貌明する こ とができず､ 今回調べ た代謝物以外の未同定代
謝物が生成されて い る こ とが明かとな っ た｡ したが っ て ､ 未同定の代謝
物の 生成を ”o血er m etabo且息tes-- と して ､ その 生成速度を [ (D M Iの 消
失初速度) - (20 H - D M Iの 生成初速度)] として計算した (□) 0
非線形最小自乗法より算出さ れ た代謝パ ラ メ ー タを 甘ab且e 3 - 2 に示
したo D M Iの 2位水酸化反応 の K m ､ V m a x 値 ほ､ 払ipra min eの 2
位水酸化励芯の億と極めて近い 値 であ っ たo また､ 2 0H - DM I およ
び ”othe r m etabolite s” の 生 成に関する パ ラ メ ー タ は､ ぬipr a mineの 代謝
に関する脱メ チノVlヒ反応と2位水酸化凪芯の酵素学的特徴と同様であり､
また ､ 肝ミ ク ロ ソ - ムと造離月稲田胞の両代謝実験系で良く 一 致して した ｡
[考察]
以上 の凍 から､ 低基質濃度領域 (0. 1 - 2 . OFLM) で のIm如 皿
ineの 代謝初速度は ､ 次式で表現され る こ とが明かとな っ た ｡
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同様に D M I に関して ､
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触由al
^
v
c
elo city vm 弧,3･【mMq , Vm ax,4･[汲戯]
desipramim e m etabo姐s m
-壕蒜 面 ＋
Aof
監m ,4ヰE)M E]
- (3-2)
こ こで ､ K m ,1､ Ym 弧,A;2 0 H
- IMI の 生成初速度から算出された代
謝パ ラ メ ー タ ､ 監 m ,2 Vm a x,2;D MI の 生成初速度から算出された代謝
パ ラ メ - 夕 ､ K m ,3 Vm a叉,3;2 0H - DM I の 生成初速庶から算出され
た代謝 パ ラ メ ー タ ､ K m ,4 Vm a x,4;” o伽 r m etabo且i紐S
”生成初速皮か ら算
出さ れ た代謝パ ラ メ ー タ ､ [I Mq;払ipT amin eの 基質浪度､ p 喝;D M I
の 基質浪皮 である｡
こ こまで の検討から､ sche m el (序翰) で示した貰mip訂a min 8の 代謝
経路のうち ､ 瓦mip脚 min eから生成した2 0 H- I MⅠ の脱メ チ ル化反応
は ､ 細胞 レベ ル の系で は無視でき る こ と (3車1節) ､ また ､ D M Iの
消失には2 0 H - D M Iの 生成の ほ か､
”
oぬe T m etabolites
” の 生成を考
慮しなければならな い こ とが明らかとなり､ 生成物にお い て ､ hipra m-
in eはin vivo にお い て Sche m e3 - 1 に示した代謝経路 に従 っ て代謝 き
れ て い る と考えられ た｡
[2] 触 pra mぬeと D M Iの 2位水酸化凪芯経路間の平行代謝経路間相
互作周
前車 (第6節) の肝ミク ロ ソ - ム 実験から明らかにされたImipm min e
の in vib:0 代謝反応経路に おける平行代謝経路開梱互作用が､ 肝細胞 レ
ベ ル に お い て反映されて い るこ とを遊離月瀬田胞の代謝実験系を用 い て調
べ た ｡
[実験結果〕
Figure 3
- 4 から明らかなよう に､ 肝ミ 夕 日 ソ - ム を用 い た実験結果
同様､.肝細胞 におい ても両代謝経路間に ほ競合的な阻害作用がある こ と
がわ か っ た ｡. また､ Tabie3 - 3 に は ､ 両代謝実験系で の平行代謝経路
開梱互作f削と関する代謝パ ラメ ー タ に関する実験結果を対比 させ て 示し
た｡ こ れ らの デ - 夕 か ら肝ミク ロ ソ - ム での 両 2位水酸化反応経路間の
競合的な阻害定数は ､ 月市田胞に お い てもほぼ同 じ値として再現して い る
こ とが 明かとな っ た ｡
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[考察]
前節 の 馳ipr arni eお よ びD MI の消失速度 に関する式 (3 - 1､ 3 -
2式) ほ､ 生体系にお い て 代謝物が生成し共存する場合､ それぞれの 2
位水酸化代謝物の生成初速度狐 平行な代謝繊賂の関係 にある基質によ っ
て 親告的な阻害を受ける式 に変更され る可能性があ る ことが示さ れた0
すな わち ､
鮎改組
.
v
f
elo city
伽 + 聖 虻望撃 ＋ Vm ax,2･[EM I]
imip Ⅷ he m e ぬ 蜘 監-,1ペ謝 - 〕＋[IW] 監m ･2 仰 ]
また ､ D M Iの代謝初速度 は ､
蜘 弧
o
v
f
e且o city vma又,3･[-]
＋
Vm ax,4･[工汲戯]
desipT mine m ewbo且is m 監 - 3億緋岬 ＋[mMq
‾
監m･4ヰ 瑚
- (3-3)
- (3-4)
こ こ で ､ E m お よ びV m a xに関 して ほ (3 - 1) - (3 - 2) 式と同
様で あ る が ､ K
Iの);DM I によ る ぬipT a min e2位水酸化反応に射する競
合的阻害定数 K‡(瓦) 伽ipr a min eに よる D M Ⅰ 2位水酸化反応 に対する
競合的阻害定数が導入された ｡
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3 00 3 か緒
肝ミ ク ロ ソ - ム ､ 遊離肝細胞などの in vitro 代謝実験系と ､ 肝海流実
験系､ in viv oで の 薬物代謝速度を比較検討し､ 遊離肝細胞を伺 い た代
謝実験 の方が ､ よりiEIVivo の値 に近 い値を与える こ と が報告され て い
る (凱1ings e&aL,且977;Ericksom eも al･,1976
.
;Ra n e etai･,1977;斑ayes etal. ,
1976) ｡ 一 方､ 肝ミク ロ ソ - ムを周 い た 実験系で も､ その反応条件 を肝
細胞 レ ベ ルで の 免件に設定する こ とに よ っ て ､ 肝ミク ロ ソ - ム ー 遊離肝
細胞 - in viv oの 各実験系で良い 対応 が可能で あ る こ とが報告されて い
る (Lin eも aL,1980) ｡ 遊離肝細胞 は ､ 細胞 固有の代謝条件を有して お
り､ 細胞膜 の透過障壁 の存在怨ど､ よりin viv oに近 い免件で in vi加 代
謝実験が可能である反面､ viability の 高 い 遊離肝細胞を得 る こ とが ､
特に大型の寛験動物 (ヒトを含めて) で ほ困難であると いう免寛があるo
一 方､ 肝ミ ク ロ ソ - ム は ､ 多くの実験者 に と っ て ､ 比較的容易に
調製で き る生体試料であり､ 薬物 の肝臓 での 代謝に関する デ ー タ の 蓄積
も大き い ｡ したが っ て ､ 肝ミ ク ロ ソ - ム を伺 い た代謝kin edcsが ､ 肝細
胞 レベ ル に外挿 でき る こ と が明らか に なれば ､ 多岐に わた る薬物代謝に
関する情報が in viv o にお い て も反映さ れ て い る こ と が期待 で き る ｡
Imipramine およ びD M Iの 代謝 に関して ､ 本章の 比較実験か ら明らか
にされた ように ､ 肝 ミク ロ ソ - ム - 遊離B瑚田胞間で ､ その 代謝パ ラ メ -
タ の 良い対応および代謝反応上の特徴 (平行代謝経路開梱互作伺) の対
応が確認され ､ 前章で の in vおo 代謝反応 の特徴 (性差､ 年齢差､ 誘
導剤 の影響など) は ､ in vivo で も反映され て い る可能性が示唆され
た o また､ Ⅰmipr a min e お よびD MI の 2位水酸イヒ反応間で の競合的阻
害作用が肝細胞 レ ベ ル で確認された こ とか ら､ in viv oに お い て両基質
が共存する場合にほ ､ 励芯初速定から評価さ れる雨水酸化代謝速度で は ､
両基質の消失速度を過大評価する こ と になり､ in viv oで の 速度論的モ
デル の構築に ほ､ こ の 阻害関係を組み込む こ と (3 - 3 および3 - 4式)
の必要性が確認された ｡ 一 方､･肝ミク ロ ソ - ム で確認され た脱メ チ ル化
反応間の競合的阻害関係は ､
′
イ ミ プラ ミ ンから生成した2 0 H - I M I
が 9 0 %以上抱合を受けて しまう (Table3 - 1) こ とか ら､ こ の経路
で の平行代謝経路開梱互作用は ､ 細胞 レ ベ ル で無視 で きる こ とが新 たに
知見として得ら れ た ｡
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第鴇章 非線形体内動態を示す審m柳菰m豆m eと活性代謝物
m M昏の速度論的菅デル
既に序論で述 べ たよう に､ 本研究の最終日的は細胞分画 レ ベ ル で の代
謝実験系から得られた薬物代謝活性の デ ー タを 馴 ､て ､ V ml Olebody(in
vivo)レ ベ ル で の体内動態を解析 ｡ 予測で き る速度静的モ デ ル の 構築で
あるo 三環糸抗う つ 動 mi阿a mぬeの 場合 ､ hnipra min eか ら生成する D M I
ほ､ hnipT amifE:と同様の向精神件周をも つ活性偲謝物である｡ 従 っ て ､
hnipra min eの 薬効を予測する場合､ ぬip氾 mi兜 自身だけ で は なく､ D M I
の体内動態も T D M(T her ape uticDr u題 Mo niも0血g;効果的治療を目指し
た薬物血中漉度モ ニ タリ ン グ) に 如 -て考慮すべきである ことが指摘さ
れて い る (Gra m et al. ,1975;Po耽e T etaL,且98且;Su息fin eもa且り且984) o こ の こ
とから､ 本研究で目指す速乾静的モ デ ル は､ Ⅰmipra miEE'投与時のImipm m-
in eおよ びDM I両薬物 の 血申渡庶及び臓器内膿度 (特に標的静官と し
て の脳内濃度) を同時 に予測で きる モ デ ル で 馴ナればならな い ｡
- 股に ､ 薬物を単回投卑した場合､ 血中薬物漉皮は時間の関数と して
表現され ､ 体内の各臓静､ 轟鵬 中英物渡庶も時間とともに変化する｡ 一
方､ 克適性入に よる投与で は時間の経過ととも に､ 体内の各部分の薬物
濃度ほ い ずれ の部分もそれぞれ特有の 一 定催 (変化速度は0) とな るo
こ の 時､ 体内動態は定常状態(ste ady-State) に達して い る と呼ばれ る o
定常状態で は ､ [体内の薬物注入速度] - [体内からの薬物消失速度]
の関係が成立して い る の で ､ 薬物消失の無い 臓器は､ 注入速度 - の 寄与
を考慮する必要が か ､｡ こ の こ と は､ 定常状態での体内動態の数式的敬
扱は､ 非定常状態で の取扱 に比 べ てき わめて簡単になる こ とを意味して
い る . 本章で は ､ Ⅰm毎'r a mir Kお よ び D M Iめ速度静的モ≠ル構築の方法
と して ､ in vi加 代謝実験 より得られ た代謝パ ラ メ
■
一 夕 がin vivo 定常状
撃で の 速度論式に適用 で きる かを目的と した｡
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4 - l 邑mipr a 汀軸eの 門脈内定速注入実験一
薬物の投与計画を立 て る 上で特 に問題 となる体内動態は ､ 投与量 (逮
皮) に対して (定常状態) 血中薬物濃度が茅絹将 に変化する こ とである｡
Figu r e4
- 1 に はヒ トで 報告され て い るⅠmipr amin eの経口 か らの 反復級
用時の服用量とⅠ血 野 Ⅲ血e, D M I定常状態血中濃度の 関係を文献 (Bm se n
etal.,1986) よ り転載した｡ Figur e4 - 1ぁら明らかな ように ､ h ipr a m-
ine服用時の定常状態 h ipr a min e､ D M I濃度は 払ipramin e服用量 に対し
て ､ 明か な非線形性を示して い る ｡ また ､ こ の 非線形性は D M 工の 方が
よ り顕著であ っ た ｡
馳ipr amin eの 場合 ､ 代謝物D M Iも薬効を持 つ た め ､ 投与さ れ たImi-
pramin eの みならず､ DM I が払ipr amin e投与量 に対 して非線形に変動す
る と
､ その薬効 ･ 副作用を コ ン トロ - ル して投与計画を立 て るこ とが困
難になる｡ した が っ て ､ 両 薬物の体内動態を同時に予測で き る速度静的
モ デ ル が得られれ ば､ 臨床で のⅠm喪)ra min eお よ びD M Iの体内動態を理
解する こ と に大きく貢献 で き る もの と思 われる｡
そこ で ､ ヒ トにお い て認められた こ れ らの 関係 ｡ 特徴が モ デ ル動物に
お い て も再現される こ とを確かめ るた め ､.本節 で ほ ､ 若齢雄性ラ ッ トを
用 い て実験を行な っ た｡
[実験結果]
薬物投与法として ､ 投与速匿が定量的に規定で きる定適性入法を採周
し､ 投与経路 と して経口投与に相当する門脈内投与を行な っ た｡ Figw e
4 - 2 にほ､ 門脆内 へ の定速注入持続時間とⅠmi野amin eおよ びD M Iの
血中濃度の 関係を示した｡ Figu reか ら明らかな ようにhnipramineお よ び
D MI血中濃度は ､ 5 - 5 ｡ 5時間の持続注入 によ っ て､ ほ ぼ定常状態
に達する こ と が明か とな っ た｡ したが っ て､ 以後の 実験結果 にお ける定
常状態血中濃度 は6 ､ 6 . 5､ 7時間の血中濃度 の平均値とした o Fig-
ur e4 - 3 に は ､ こ の 時の注入時の注入速度 と定常状態hTlipramineおよ
びD M I濃度 の関係 を示した｡ 図か ら明 らかな ように､ hipra min eの定
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速注入速度と定常状態血中濃度の関係 は非線形 で あ っ た ｡
9 2
4 - 2 ヨm 柳am豆neお よぴ D M E の胆汁中排准お よ び尿中排池
本章の は じめ ですで に言及した よう に ､ 定常状態 で は､ 薬物の 投与逮
痩(エ) は体内からの薬物消失速度と等しくなる｡ すなわち ､ 代謝､ 胆
汁中排壮およ び尿中排継 によ っ て体内から消失する薬物で は ､
I - R
M
＋ R
B
＋ R
u
･ ･ ･ (4 - 1)
が成り立 つ . こ こ で ､ RM､ R B､ Ruは それ ぞれ代謝(Meめ o且is m)､ 胆汁
中排壮(B nia ry鼠ⅩcT edo n)､ 尿中排壮即 血 aryEx c re血 n)に よ る消失速度を
示して い る . した が っ て､ 定常状態で の 質量保存式を基にⅠmipm mineお
よびD M Iの速度静的モ デ ルを つ くる第 一 段階は ､ 投与速度(すなわち ､
全消失速度) のうち ､ 胆管 ､ 腎臓 の彰維経路を経由するⅠmipr amin eお よ
びD M Iを測定し馴ナればならな い ｡ そ こ で ､ Im喪汀amin eある い は D M
Iを静脆内に ､ 投与速度を変えて定速注入し､ 採取した胆汁お よ び尿中
から回収され た‡mi阿amim eと D M Iの 畳を伺 い て こ れらの経路 に よ る消
失過程 の寄与 を調 べ た ｡
[実験結果 ･ 考察]
hnipTamin eお よ び DM I の 胆汁申およ び尿中排聴率を甘ab且e4
- 1 に
示したo lmipr a mim eお よ びD M Iの 胆汁申およ び尿中排壮速度の投与速
度に対する割合 の和ほ､ それぞれ ､ 1 . 5 %以下であり､ こ れらの 経路
によ っ て ､ 雨薬物が消失する過程 は無視でき る (RM - R｡ - 0) こ と が
明かとな っ た o すな わち ､ (4 - 1) 式 ほ ､
I - R
M
･ - (4 - 2)
と表現され ､ 前節 で確認され た血ifE
･
a mhe門脈内投与時の hipramin eおよ
びD M Iの多聞鼓形性は代謝消失過程に起因して い る ことが明かとな っ た ｡
9 4
Ta b le 4 - 1
町況ⅡN Å盈甘 ÅN E) B Ⅱ乱‡Å況甘 凝ⅩC放置T ⅡO N B O 野
Ⅱ紺E P 耽Å紺Ⅱ鮒選 Å甜D D 選SⅡP配A 観Ⅱ紺E
亀
co mpo u nd = R
b
B E R
C
B E A/= R U E R
d
U E R/= R
‡m ipT a min e
2 5
5 0
1 0 0
1 50
0 ｡ 18 6 0 ｡ 7 4 5
0 . 0 6唾) (0 . 25 6
0 ｡ 57 4 1魯 1 5 0
0 ｡ 2 29) (0｡ 60 0
1 ｡ 010 18 01 0
0 ｡ 5 40) (0 ｡ 5卑0
1 ｡ 4 00 0｡ 9 3 1
0 ｡ 56 0) (0 ｡ 37 5
0 ｡ 083 0. 3 32
0 . 0 2 0) (0 ｡ 0 8 1)
0 ｡ 2 05 0｡ 壕09
0 ｡ 0 04) ( 0｡ 009)
0 ｡ 2 9 1 0. 2 9 1
0 ｡ 009) (0 ｡ 0 0 9)
0 . 57 9 0 卓 38 6
0 ｡ 0 90) (0 ｡ 06O)
小 一
■ - 一■ ■ ● ■- I - I ” - ● - - - - ● ■- l - - ■ 一 - ■ - - , ● - - 一■ - - - - - I - - I . ■ - I - - 一 - - - - ● I " - -ll →■ - ■- - ■■ ● - - 一 - - 一 ー ー ーー ■ - ■ 小 一 ■- - - 一 ■ ● - l l - 00 - ■● ■ ●■ - ■ - ● ■一 ■ ■一 ■ ■- ● -
De s IP王
､a min e
2 5
50
7 5
13 0
0 ｡ 04 9
0 ｡ 0 0 7)
0 ｡ 242
0 ｡ 0 壕2)
0 中 2 9 7
0 ｡ 1 34)
O 由 16 1
0 ｡ 010)
0 ｡ 19 8
(O b O 16)
0 ｡ 4 84
(0 ｡ 02 8)
0 ｡ 4 趨0
く0 ¢ 0 18)
0 ｡ 1 2 壕
(0 ｡ 00 9)
0せ 10 7
(0｡ 0 18)
0 ｡ 17 0
(0 ｡ 0 2 8)
0 ｡ 4･30
(0 ｡ 0 45)
1 ｡ 40 0
(0 ｡ 0 6 0)
0 . 卑28
(0 ｡0 7 2
0 ｡ 340
(0 ｡ 05 6
0 ｡ 573
(0 ｡ 0 61
且 Q O80
(0 ｡ 050
芸冨芸tt芸a芸芸芸.芸…p言芸芸芸冨雷｡芸
畠
T芸冨…
n£喜si慧i去言霊m望n…Ⅹp
e Tim e n七s o
●
o r de sipT amin e, n m oユ/m in e
c
B ilia Ty e X C T eもio n T a乞e of im lPr a min e
a u
O
T言n
d
a
e
T芸
l冨霊芝'冨三言冒;n
n
芸三豊≦m三nfo imipT a min e
●
o r dやS ipT a min e, n m o1/m in °
9 5
4 - 3 bmipram畳m eお よ びD M 8 の血紫中非結合率あよび
血紫/血中事物濃度比
前節 の実験結果から ､ 本章第1節で示 され た 門脈内払ipr ardn e投与速
度と定常状態 h ipr amin e･ D M I濃度 の轟線形な関係 (Figur e4 - 3)
は ､ 主 に肝臓 に∃削ナる代謝消失過程に起因して い る こ とが明らか と され
た｡ 薬物が門脈内に投与された場合､ 定常状態 にお ける血中薬物濃度
(Css) ほ ､ そ の薬物の投与速度 (I) ､ 血中非結合率 (fB) お よ び
違離塑薬物 に対する (遊離型)肝固有クリ アラ ン ス (C Lint) を用 い
て ､
Css ≡
Ⅰ
I I ～(4-3)
fB ･CLinl
(4 - 3) 式 で表わ されるo 本式 は (4 - 2) 式で の肝代謝速度 R
M
を
f
B
･ Cエ血 ･
.Cssで 置き換える こと によ っ て誘導された｡ した が っ て ､
Ⅰmip摺 nin eおよ び D M Iの 定常状態血中濃度のh mi野a mheの 投与速度 に対
する非線形な上昇は､ fB
･ CLhtの値 の 変動が要因である と考えられ
るo こ こ で ､ CLhもは Micha elis- Me nt8 n式と関連付けられ､ 肝臓に おけ
る代謝能力を意味して い る (Ran e etal･,197) ｡ 一 方 ､ fB は血祭中の
非結合率 (f
｡
) と血渠 一 血中薬物濃度比 (P Bratio :Pla s a m掘 トblo od
c o n c e ntrado n 洞点o) の構 に として計算され る償 である｡ そ こ で ､ 本節で
は ､ 代謝過程 の モ デ ル の計算に必要なblipr amin e ･ D M Iの 血中非結合
率を算出した o ま た ､ h ipr amin eあ る い はD M Iの みをラ ッ ト血液 に添
加し ､ 測定 したin vitr o実験値と ､ 本章第1節で の 門脈内定速注入実験
を行を っ た 際に採取した血液でのe xviv o実験値を比較する こ とに よ り ､
結合 に関する相互作周 の有無を検討した｡
[実験結果]
Figu r e4
- 4 にほ ､ Ⅰmipramin eおよ び D M Iの 血祭 一 血中薬物濃度
比 (左図) ､ 血渠申非結合率(右図) を､ 血中ある い は血祭中薬物濃度
を変化させ測定した結果を示したo また ､ 得られ た値をTable4 - 2 に
示した｡ Figu r e4 - 4 から ､ 帝薬物の各パ ラ メ ー タ は それ ぞ れの 血中
ある い は血祭中薬物濃度に対して ､ ほ ぼ 一 定で あ っ た . また ､ in vitro
実験 で の 値 (⑳､ 園) と ex viv o実験 で の 値 (○､ □) は ､ ほ ぼ 同 じ
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で あり(Tabぬ 4 - 2) ､ 今回調べ た血中薬物漉度範囲 (E mipramin e:0.ト
4.0;D MI:0.2,12(n m o且e/ml) で ほ ､ 両薬物 の血祭蛋白結合に関する相
互作周は確認されなか っ た ｡
[考察]
hnipr amin eおよ びD M Iは､ 血費申 にお い て ､ 血祭タ ン パ ク 質であ
る ア ル ブミ ンや a l
- 酸性糖タ ンパ ク 質 (A GP) と結合して い る こ と
が知られて い る (Borga e旭 .,1977;PiaEskyet乱 ,且977;Ja v aidetaL,1982;F血1ich
& Gia rdin a,且984;Sch且eyet al.,1985;Su z uki飢 弧 ,且粥5) ｡ とく に､ AGP
は､ 地軸m mi旺 やD M Iなどの塩遊牧薬物と高 い親和性で給食し (pia虫軌
1980;Pike 飢 al.,1981;Re 地 mbers& DT aye r,且984) ､ また ､ こ の結合サイ
トは多くの塩基性薬物で共通して おり､ 薬物間で結合を競合する ことが
報告され て い る (Mul且er& Stillba u er,且983;凝r u n n e)T& Mu且且e r,1987) ｡ し
た が っ て ､ Ⅰmipr a m豆n eお よ び D M Iが豆n v豆v oにお い て血中 に共存する
場合､ お互 い に血祭申非結合率に影響を与えて い る可能性がある｡ また ､
そ の結合容量が低 い ため ､ im viv oで問題とな る血祭中薬物過度 で ､ 非
線形な結合を示す可能性も考えられる｡ しか し､ 本節での 実験結果から
は今回調べた浪度範囲で は これらの可能性を否定する こ と ができ､ (4
- 3) 式に おけるCssとI との 非線形な関係は､ fBの 変動に起因する
もの ではなく､ 薬物代謝能力 (遊離型薬物に対する肝固有クリアラ ンス)
本来の性質に基づくも の である と結論され た ｡
99
4 - 格 8mipr a mim ¢門脈内定遠投与時の‡m 柳am盲meおよ ぴ D M Eの
定常状態血中濃度を同時予測できる速度論的モ デ ル
前節まで の 実験結果より h ipr a min eお よ び D M Iの in vivo 体内動態
ほ ､ その 肝臓 に おける代謝能力を反映したも の である ことが 明か とな っ
た o 本節で は ､ 本草第 1節で調べ た 触ipra m払eの 門脈内定適性人達度と
定常状敷 mipr amin eお よ び DM I 血中濃度ゐ非線形な関係 (Figu r e4 -
3) を予測で きる速度静的モ デ ル ､ すなわ ち ､ h軸ramin eの 門脈内投与
速度から定常状態Ⅰm享prami泥 およ びD MI濃度を計算で きる速度静的モ
デ ル の構築を行な っ た｡
[1] 速度論的モ デ ル と速度式の誘導
肝臓内での代謝消失 に関与する基質濃度は ､ 肝流出液中の非結合型秦
物濃度に等し い と仮定できる場合* 1､ 定常状態下 で のⅠmip腿 min eの 門舵
内投与速度 (A) と肝流出液中血中濃度 (c慧 ) の関係は ､ (4 -
3) 式で の Cssを c慧 で置き換える こ と に よ っ て ､
R = CLIinSⅠ･fB ･C慧 -(4-4)
で表わされ るo fB ほ 払ipra min eの 血中非結合率､ 代謝に関与する基質
濃度は ､ fB ･ C慧 である ｡ また ､ 薬物が 門脆内に定速注入 され たと
きの定常状態血中濃度 (Css) は ､ そ の肝流出液中濃度 (Co Ⅶt) と等
し い の で (Wagner,1985) ､ (4 - 4) 式 は ､ 次の (4 - 5) 式に よ っ
て表現され る｡
R = C増Ⅰ･fB I C野 - (4-5)
* 1 肝臓内で の 薬物濃度は肝臓を 一 つ の 良く撹拝され た タ ン ク と仮定
した ”w ell-Stirr ed Model(Pang卑Ro wland,1977)
” で 良く説明 で き る こ と
が多く の薬物 にお い て 報告 さ*Lて い る (Pang& Rowl弧d,1977;A hm ad
etal.
,
1983;Jo n e s etal., 且984;Eidw ards et ai., 1984) . 本研究で は 払ipr a m-
in e串よ び D M Iの肝内動態 に こ の モ デ ル が適用 で きる と仮定した.
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こ こ で ､ c且濫 は 地ipramineの代謝消失に関する肝固有クリ アラ ン ス で
ある｡ また､ 定常状態 で は ､ (薬物投与速度) - (薬物の金将失速皮)
の関係が成り立 つ の で ､ R は坤 m 血 の食代謝消失速度と等しくな る｡
馳 viv oで観測された肝固有クリア ラ ン ス ( C喝In v &.vo) の 非線形
性ほ ､ 任意の 個数の ミ カ エ リス - メ ン テ ン式で表現され る ｡
c増 加 ■ ● ■ 肝V &V O A
i=1
昭監,i,in viv o
曜菅,” viv o ＋ fB･ CSyI
- (4-6)
こ こ で ､ 監瓢n viv o お よ び 偲 ,&,&n v&. v o は ､ in vi
r
v o代謝パ ラ メ ー タ で
ある ｡ 同様にD M ‡の in viv o 生成速度 ( v2,in viv o) と消失速度の 間
にも次の関係 が成り立 つ ｡
Ⅴ慧, 岬 V,･vo
)･fB I asDsM I - (4-7)
買 監DmT5･n vlvo ･ fB･CPsM [
n
v2,如 vivo =(∑
一 方､ 全車まで のin vitr o代謝実験の研究結果からhipramim eの代謝
消失速度 ほ､ 環2位水酸陀凪芯と脱メ チ ル化反応の代謝速度の和で表現
さ れる (3 - 3式) . したが っ て ､ 馳ipramim eに対するin vitr o肝固有
ク リ アラ ン ス (C増 加 k,a) は､
cL%･n ”･E,o -
Vrn a x
,
i
♯
Vm 弧 ,2
監m･, ･訟fも･ 掛 fB･ CyI 監m ･2＋fB･ Cy
l
-(4-8)
が成立する｡ さらに ､ 定常状態で は､ 中間代謝物の 生成と消失に関して
(代謝物の 生成速度) - (代謝物の消失速度) が成立して い る の で ､
D M Iの 生成速度を V
2
とすると､ 前車 (3 - 4) 式から､
V2 =
vm 弧,3
･f&･Cs
D
s
R4I
＋
vm 弧,4･ち･asDsRaI
監 - ･3 ･謡･fB ･ CsFyI･pBI CsDsR E 監 -,4 ＋ FBCPs
”I
･ - (4-9)
が成立する. Schem e 3 - l に基 づ い た モ デ ル ス キ ー ム を Sche m e4 -
1 に示した｡ (4 - 8) およ び (4 - 9) 式とSche m e4 - 1を構成す
る各代謝 パ ラ メ - タ の 意味は Sche m e4T
- 1 の 下 に載せ た o こ こ で 仮
に ､ in vido で の 代謝 パ ラ メ ー タがそ の ままin viv oに適用 で きる と した
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Sche me 4 一 息
Ⅹ‡ N 屈 T I C M O D 苫h F O 罷 工 M I p R A M ‡ N E A ND D E S ‡P R A 朋 ヱN 腰
玉L I 朗ヱN A 甘E ON W ‡耶昔
'●pÅ況A h h 玉h P Å耶丑W ÅY エN T 濫R A C T 五O N
'-
No men cla tu r e ま
､
o r Schem e 4 - 1
R I p v エntr apo rt軌I in fu sion r ate of im ipT 8 min e, nm ol/m in ･
cs s 川 E S te ady - S ta te COnC en もT atio n o f
-
imipr a min e D n m Ol/m且 ｡
cs BD 朋 ‡ S もe ady - Sta te C O nCe nt.r at且o n of de s且pT a m五n e9 n m Ol/m1 ｡
f丑 Fre e fr 払 Ct io m of im lpr & mime in b 且o od ･
f D
P
Fre e Fr actio n of de さipr a min e im b loo d ｡
Vl
Ⅴ之
V3
V 4
Saもu ra b l. e
凸io n fr o m
Sa tu r ab le
B io n i
-
r o n
Sa.Cur ab le
sio n fr o m
Sa もur ab le
8io n i
-
r on
r ate (vm ax l ;n n Ol/m in ,昆m l;nn Ol/m l) o f co n v e r-
im ユPr 8m in e to 2
- hydr o xyl -m lPr & mine ｡
●
r ate (Vm a x2;n m ol/m in , 拡m 2;m m O且/m L) o f c o m v e r-
im ユpr a min e to d 閃 1p‡
'a min e ･
ra te (vTn a X3;nm Ol/min ,!(m 3;n m o1/ml) of
de $1 pr a min e t･o 2
- hydr o xyde g lpr a min e ･
r ate (vm 8.X 4;n m Ol/机in ,Xm 4;n mOl/m 1) o f
de 81pr a min e to
T'
o t he r m eta bol ite s
'-
｡
C O n V e r
. -
C O n V e r一
Kl(I) Co n sta nt fo r c o mpe t i t iv e in h i b it io n of de 91pr a min e 2
-
hydr o xyla t io n by im ipr a min e , n m ol/ml ｡
KI(D) Co n ヨta nt fo r c o mpet i t iv e inhi b i t io n of im lpr a min e 2
-
hydr o xyla t io n b.y de sipr a min e, n n o1/m 1 ･
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場合､ 4 - 8 および 4 - 9式を それぞれ 逢 - 6およ び4 - 7式に代入し
て ､
c域in v,･v o -
Vm ax,且
監 m･1 ･誌 ｡fi･CesW ･fB･ C野
V2.l
･
乃 Viv o
= V2 =
Vm ax ,3
･f遠･CPs
RaI
監m ･3 十誌･fB･ 岬 ＋pB･ CPs”
＋
♯
V m 弧 ,2
監m
,
2 ＋fB ･C
I
syI
vm a x,4･鴨･ CPsMI
監m
,
4 ＋f&CPs
W
- (4-10)
-(All1)
と式 を立て られ ､ R に対する C野 と C評互 をBi-s e c血 n法より計算
する こ と が可能で あ る (本節 [2] お よび [3] 参照) 0
以下 の/l､節で は､ 肝ミ ク ロ ソ ー ム実験より得られた代謝パ ラメ ー タを
周 い た シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と実測値の関係から ､ in vitro 代謝パ ラ メ ー タ
がin viv oに適周 で きる か の 検討を行な っ た ｡
[2]五n vitr o代謝実験から得られた パ ラ メ - 夕 の in viv oに適周 で き
る パ ラ メ ー タ へ の 変換
本節 [且] で構築されたモ デ ル に対する式 (4 - 1 0 およ び4 - l l
式) に代入するin vitT O代謝パ ラ メ ー タ は､ 対象実験動物の全肝臓当り
の静陰に変換したも の で 馴ナれ ばならな い o そ こ で本小節で は骨法 によ
りパ ラ メ - タ億 の変換を行な っ た結果を示したo
[実験結果]
代謝パ ラ メ ー タの V m a x値につ い て変換した｡ こ こで ､ 肝ミ ク ロ ソ -
ム 1 m g た ん ぱく質当りの Vm a x値ほ､ 本研究で用 い られた肝ミ ク ロ ソ
ー ム での 1 m g たん ぱく質当りの P - 4 50含量 (6.825±0.085, m e an
±s･F･[m m oI P-450/mg micr o s o m alpr otein]) と ､ 肝 ホモ ジネ
- ト1 g当
りの含量 (29.7±3.08, m e a n±S且【n m oI P-45 0/g iiv er]) をもと に次式
によ う て 肝臓1 g当りの Vm a x値 (Vm a x
'
) に外挿され る (Sugita et
al.,1981;Igadetal. ,1982) 0
micro s omalprotein
n m oleP-450蒜う･ 慌 や
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n m ole
micr o s o m al
v'm - -転蒜
- v - a x ･ 29･7 ･(蕊)
実際に ほ ､ 4章1節で瓦mipr a min eの 門脈内投与速度 と定常状態Ⅰmipr a m-
in eお よ び D M I血中濃度 の関係を調 べ た ラ ッ トで の 平均肝重量(7.7 g)
で さ らに Vm a x' 値 を肝全体 の備 に補正した ｡
一 方､ K m およ び KI備 に関して は､ 肝細胞内で の 非結合型薬物濃度
が ､ 肝流出液中 の非結合型薬物濃度に等しく ､ こ の 濃度が ､ 代謝反応の
基質濃度にな る前述の - W e且又-Stirr ed Mode且”を仮定 し て い る の で ､ ぬ vitr o
代謝K im e血 sを行な っ た際の 反応液中 で の肝 ミク ロ ソ - ム - の 結合 を補
正する必要があ る ｡ Figu re4 - 5 に は､ 反応液中の薬物濃度 と非結合
型薬物漁魔の 関係を示した ｡ 非結合率ほ濃度 に依存せず 一 定 で あり ､
そ の傾きか ら算出された非結合率は ､ Emipr amin eで 0.45 3､ D M I で
o.409で あ っ た｡ したが っ て ､ in vib:o代謝Kin etic s フから得られた M icha-
elis定数 (K m 償) は次式 .を伺 い て in viv oで の K m 値 (K m
' ) に補
正 され る ｡
Imipra min e :K m
'
- 0･453Ⅹ K m
D M I: K m
'
- 0.409Ⅹ K m ･ ｡ (4 - 1 2)
Tabie 4 - 3 に は､ (4 - 1 2)式 に基 づ き第3章のTable 3 - 2 -
3 - 3 に示 した肝 ミク ロ ソ - ム の代謝Kin edc s フう､ら得 られた代謝パ ラ メ
ー タ をin viv o速度静的モ デ ル に代入 で きる償 に補正した億を示した｡
Table に は ､ (4 - 3) 節で求めたⅠmipr amin e及 びD M Iの 血中非結
合率を併 せて載 せた｡ これ らの値 は､ 前節の モ デル 式 (4 - . 10 および
逢 - 1 1式) に代入され次節で の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に億周した.
[3] シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と実測値と の 比較
[実験結果 ｡ 考察]
Figu r e4
- 6 に は､ (4 - 1 0) - (逮 - l l) 式に in vitro 代
謝実験より得ら れ た代謝パ ラ メ ー タを代入 して 計算されたⅠmipramineの
門艦内定速注入実験で の h iprgTlin eお よ びD M Iの 定常状態血中濃度 の
シミ ュ レ ー シ ョ ン カ ー ブと4章1節で調 べ た実測値 と の関係を示した.
実線 (- ) は 2位水酸イヒ反応間に平行代謝経路開梱互作岡を考慮した場
合､
.
ま た ､ 破線 (･ ･) は (4 - 9) 式及び (4 - 1 0) 式 にお い て平
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行代謝健路開梱互作用を入 れな い場合 (KI¢声K7q)声∞)の シ ミ ュ レ
ー シ ョ
ン カ ー プであ る o FigⅦr eより明らかな よう に ､ シ ミ ュ レ ー シ ョ ンカ ー
ブほ実際 に観察 された平行代謝経路開梱互作周 (第2章節6節 ･ 第3車
第2節参照)をモ デ ル に取り入れ た方が実測値に より近付くこ とがわか?
た o 平行代謝経路開梱互作用をモ デ ル に考慮する こ と に よ っ てⅠmipra m-
i皿eの 投与速度 の高 い と こ ろ で の‡mipr amim eお よ びD M IのⅠmipT a mine投
与速度に対する非線形な上昇が予測さ れ ､ ま た､ 平行代謝経路間相互作
用を取り入れ た場合 の予測値 (実線) と取り入れな い 場合の予測値 (敬
級) と の格差は ､ D M Iの 定常状態血中濃度 で 叫 招皿由Ieよ り顕著であっ
た . こ の こ とか ら､ in viv oに おける h ipr amin e投与速度と定常状態hni-
pramin8
･ D M Iの 血中濃度 の非線形な関係 に は明かに平行代謝経路開
梱互作用が関与しており､ ま た､ 定常状態の血中D M I濃度は､ 加療ra mp
in eの 血中濃度より大きく こ の 相互作用 の影響を受けて い る こ とが示唆
された｡
以 上 本研尭結果より前述した構築手順 の仮定､ すな わち ､
①hn*ra min eとD M Iの 肝臓内で の薬物代謝 に関する基質濃度 は ､ 肝臓
流出液中非結合塑薬物濃度に等し い (
''
.w elトStirred Mode且
”
) .
②in vi蜘 実験 に よ る代謝パ ラ メ ー タ でin viv o代謝速度を評価 で き る こ
と｡
③in vi加 代謝実験から明かとされた平行代謝経路開梱互作周がin viv o
で も反映され て い る こ と ｡
が ､ IEnipr amirE5とD M ‡の体内動態を論じる場合､ 安当であると結論さ
れた ｡
[4] 平行代謝経路間相互作用 の定常状態hnipr amin eおよ びD M I
血中濃度お よ び加東pr arrin e肝代謝 におけ る各代謝速乾に与える
影響の検討
h vitK)代謝実験から得られ た代謝パ ラ メ ー タを用 い たシ ミ ュ レ ー シ ョ
ン と実測値の比較から､ 以下 の 点が明かとな っ た｡
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⑳モ デ ル 内に2位水酸化反応経路間に競合的な相互作周(専行代謝経路
開梱互伶周) を考慮する こ と によ っ て ､ 予測された定常状態
地軸Famin e お よ びDM I血中濃度が上昇し､ 寛測備 に近付くこ と ､
また､ 門沢内hnipT a mim e投与速度 に対する定常状態‡mip柑 mineおよ び
D M Ⅰ血中過度 の関係は ､ 帝街代謝経絡開梱亙件周を考慮した場合､
より非線形である こ と｡
⑳平行代謝経路開梱互 朋 を考慮した時としな い時の 予測された定常状
態血中汲庶は ､ D M Iで‡miFR･a min eより大きく差が認め られ た (軸t m
4 - 6B) ｡ すなわち ､ D MⅠ の 血中漁度 は 払ipTa min e に比 べ ､ よ
り平行代謝経路間相互伶周をモ デル 内に組み込む こ との 影響を受ける
こ と｡
本節で は､ さきに構築した速度静的モ デル を構成して い る各代謝経路
の代謝速度 と遊離型肝固有ク リ ア ラ ンス を調 べ た ｡
Sc臨m e4 - 2 には ､ 平希代謝鰹格闘禰宜作周を考慮した場合 (実線)
と､ しな い場合 (破線) に分け､ 代謝速度及び遊離塑肝固有クリ アラ ン
ス の 門脈細 mipT 弧ine投与速度に柑する関係を示した. ス 専 一 ム の それ
ぞれの パ ラ メ - 夕 の 添え字は Sche 皿 e3 一 且 の それ と お怨 じである ｡
代謝経路上の それぞれ の パ ネル (A, A
' か らE, E
'
) は その経路の
代謝活性 の速度過程を示して い る ｡ また､ 各代謝系路上の CL償はそれ
ぞれ の代謝速度 と基質濃度から次式に よ っ て計算した ｡
CLl =
CL3 =
Vl
fB･ C蓋yI
V3
i?
B
･ Cs
D
s
R4I
oT C互J2 -
O r CE.4 ≡
V2
fB･ C野Ⅰ
V4
i?
B
･ as
D
s
R4I
- (4一息3)
- (4一旦4)
h軸ra min eの 門沢内投与速度 (pand A) は ､ 定常状態で の い かな る投
与速度に 釦 -て も2位永酸化反応速度 (パネ ル B ､ V l) と脱メ チ ル 化
反応速度 (パネルC ､ V 2) の和に等しくなる｡ また ､ 同様に､ 脱メ チ
ル化 尉芯速度 (パネル C､ V2) ほ 2 0H
- DM Iの 生成速度 (パネ ル
D ､ V3) と ｢他の代謝物+ の 生成速度 (パ ネ ル E ､ V 4) の和 と等 し
く なる はずで ある｡
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地軸ra min eとD M Iの代謝 にお い て 相互作周 が無 い 場合を考えると､
hi伊a min eの 2位水酸化反応 に関する (遊離型) 固有クリア ラ ン ス (C
L
l ,
パ ネル B ' の破線) ､ D M Iの 2位水酸化反応 に関する (遊離型)
固有ク1!ア ラ ン ス (C L3, パ ネル D
'
破線 およ び D M Iから の ｢他
の偲謝物+ の 生成に関する (遊離郵 固有ク リ ア ラ ン ス (C L4 , パ ネ
ル E
'
の破線) は ､ ‡血pT a min eの 門脈内投与速度 (R) の上昇と ともに
減少する こ とが予測された｡ これは､ それやれの代謝に関与して い るhigh-
affimty一且o w- c apaciもy な酵素速度論上 の性質によ るも の で ある (Table 3
- 2) 0
一 方､ hnipr amin eの 脱メ チ)i,化反応 に関する (遊離型)固有ク .)アラ
ン ス (CL 2､ パ ネル C
'
の破線) ほそ の 1o w-afFlnityhiか capa city な酵
素速度論上 の性質 (T曲且e 3 - 2) か ら､ ほ とん ど 一 恵で ある ｡ 各代謝
経路に関与して い る代謝酵素の速度論上 の性質 に起因する (滋離型) 固
有クリ アラ ン ス の こ れ らの 変動は ､ Rの 上昇 に連 れ てh ipT aTrim eと D M
I の定常状態濃度 が平行代謝経路開梱互作何を考慮しなく て も､ わ ずか
な非線形性を示す予測の 原因とな っ て い る (Figu r e4 - 6 の破線) o
こ こ で､ Imipr amin eとDM I の 2位水酸化反応経路間に競合的な代謝
相互伶周を考慮すると､ 両代謝経路に関する (造離型) 固有クリ ア ラ ン
ス をさらに低下 させ る ことが予測された｡ 相互作間が考慮された場合の
両 2位水酸化反応経路間 の (遊離型) 固有 クリ アラ ンス (C Ll と
C i
3) は特にhnipr amin eの 投与速度が高 い と こ ろ で ､ 相互作用が無 い
とした場合の健に比べ低くな っ た (パ ネル B' とD' の実線 対 破線) 0
また､ 相互作用が存在する場合の D M ‡の 生成速度は R の上昇に対し
て非線形に上昇した (V2､ パ ネ ル C 実線) . こ れ は ､ hnipr amin eの
2位水醸すと反応速度 の低下 (V l, パ ネ ル B) を補 い ､ R とImipr a min e
の 注入速度の 間 の線形な関係 (パ ネ ル Å)を再現する ため で ある と考え
られる｡
平行代謝経路間相互作用 は ､ Im恵)r amirl eに比 べ ､ D M Iの定常状態濃
度 の実測値 と予測値の 間の差をより小さくする結果とな っ た 晩gure4
- 6 の 実線) が､ こ れ ほ､ 相耳作用が 払ipr amin eの 定常状態濃度を予測
する上 では h ipr amin eに関する.(迄離型) 固有ク リ ア ラ ン ス を低下させ
る だけで あ っ た ｡
一 方､ D M Iの動態に関して ､ D M Iの 生成速度(V2) と D M I に
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対する肝固有ク リ ア ラ ン ス (C L3とC L｡) の 関係 は ､ 4
- 1 4式か
ら､ cpsA4I= V2
i?B(CL3 ＋ Cm4)
- (4-15)
で表現される｡ したが っ て ､ D M Iの 定常状態血中濃度にほ､ (1) R
の 上昇に柑する DM I生成速度 (V2) の より非線形な上鼎 (2) DM
I の 2位永酸化反応 に関する (遊離型) 固有 クリ アラ ン ス (CL3) の
低下 (3) 速度論上の性質と平行代謝経路観相互作周 によ っ て引き起こ
された定常状態D M I濃度の上昇に基 づく ｢他の代謝物+ の 生成 に関す
る (遊離型) 固有 クリ ア ラ ン ス (CL 4) の 低下 と い っ たⅠmipr a mineよ
り多く の要因の変動が関係して い る こ と に起因して い ると考察され た0
1 12
4 - 5 Qu盲m毒d膏m ¢悌周 による8mip暇 m雇me代謝の Kim劇岳efマラ メ - タの
変化を別掲した竜デル の妥当性の検討
臨床に おい て薬物が単独に周 い られる こと ほ希である｡ 薬物が併周さ
れ た ときのⅠmipr amin eの 定常状態体内動態の変動を予測する場食､ 代謝
活性に対する 阻害効果と血中非給食率に柑する影響に分けて検討しなけ
ればならな い ｡
前節での検討よ り ､ 馳ip陀 血 n eお よ びD M Iの 定常状態血中浪皮 には
両薬物の 2位水酸化反応閲の禰宜作周 (平行代謝経路開梱亙作杓) が大
きく関与して おり､ 禰宜作周の有無が特にD M Ⅰの 定常状態血中浪皮に
大きく変動を与えて い る こ とが明らか にされ た (痢guT 8凌 - 6) ｡ ま
た ､ 相互伶馴ま両薬物 の 2位水酸化反応間に関与して い る P - 壕 5 0分
子種が共通して いる こ とに よ っ て発現して い るこ とが示唆されて い る (節
2車6節j3よ ぴ第3車2節 [2] )の で ､ こ の P - 逢 5 0分子種の触媒
活性 に影響を与える薬剤の併周は ､ 馳ipr a mぬeおよ び特にD M Iの 定常
状態血中液酸に大きな変動を与える こ とが予想 される o 他薬剤の併周が
地 軸a min eおよ びD M Iの代謝活性に与える影響に関しては ､ 既に欝2
寧5節 にお い て肝ミ ク ロ ソ - ム を潤 い たin vi飢)代謝実験より調 べ た .
その結果､ ヒ トおよ びラ ッ トで ､ 薬物代謝活性 の遺倍的多様性を示す薬
物であ る Pro由TanOloi､ Quinidin8､ No血p呼iimeが併周 された場合､ hTli-
pra血 eおよ びD M Iの 2位水酸化反応 に対して､ 強 い 阻害効果を示し､
Q血idin eおよ び pゆpTa n O且o1の場合 にはその 阻害効果ほ2位永酸化反応
に射し､ 選択的であ っ た (Figw e2 - 1 6) ｡ そ こ で本筋でほImipr a m-
in eおよ びD M Iの 2位永酸化灰応に対して選択的に阻害する効果の強
い Quinidin eをモ デ ル薬物と し､ h ipramineとQ血idine}が同時に 門朕内
に定適性入されたとき の定常状敷 血pTamirE5およ び D
､
M I血中濃度に与
える影響を調べたo
ま た､ Quinidin eが‡mipr amin eおよ びD M ‡の 2位永酸イヒ反応を選択
的に阻害して い る関係を前節で構築されたモ デ ル に組み込 み ､ 両定常状
態血中濃度の予測値 と実測値の 比較を布 い ､ 速度静的モ デ ル の拡張とそ
の 安当性を検討したo さらに本節で ほ ､ 肝潅耽美験系を用 い て 払ip伽 n -
1in eおよ びD M Iの各代謝物の 生成速度 に関してQuinidin e併用 によ る変
1 1 3
動を調 べ ､ 拡張 され た速度論的モ デル に基づ く.予測された変動と の 比較
検討か らもそ の モ デ ル の 安当性を確認した ｡
[1] 伽inidim eに よ る 払ifF a min eおよ びD M I定常状態血中濃
度の変動
[実験結果]
異なる投与速度で 馳ipT a血 n eを門服内に定遮注入 した時の ､ Quini血 e
併周 に よる定常状態Ⅰ血pr a m払eお よ びD M I血中濃度 の変化 に つ い て調
べ た結果をFigu r e4 - 7 に示 した｡ 定常状態払ipr a min eお よ びD M I血
中濃度はQ血idin eの併周 に よ っ て コ ン トロ ー ル 時の 3 - 4倍 に上昇し
た｡ また ､ 定常状態は コ ン トロ ー ル時と同様､ 約6時間の定遮注入によ っ
て達成されて い る こ とがわ かっ た｡ したが っ て ､ 以降定常状態血中濃皮
は 門鹿内定速淀み開始後6､ 6 ｡ 5､ 7 ｡ 0時間で の 血中濃度の平均し
た値としたo 加i阿 氾血eの 門版内定速注入速度と定常状態h 癖aTmin eおよ
び D M I血中濃度 の関係を『息gu r e竣 - 8 に示した ｡ Figur e4 - 8実線
は第 後車節且節 で既 に示したhni阿amine単独門汲内定連接入時の各血中
濃度を､ また ､ Figu 陀破線 はQuinidin e併周時 の投与速度 と各定常状態
血中濃度 の関係を示して い る ｡ 甲igu 陀 か ら明らかな ように互mipramin e
の 定常状態血中濃度の投与速度との関係 は､ コ ン トロ - ル で の非線形性
がQ血idin e併周 に よ っ て線形に近付く こ とが明かとな っ た o
一 方､ D
M Iの定常状態血中濃度とImi野amin e投与速度との関係はQu血din eW用
に よ っ て ､ よ り非線形性が強調される こ とが明かと な っ た ｡ そこ で 以下
の/l､節 で は 伽inkin e併用 によ る これらⅠmipr a mineま∋よ びD M I定常状態
血中濃度のhnipra min e投与速度 に対する関係が異な っ た変動を示す要因
を解明する こ と と ､ Quinidin e併用 に よ る相互作用を考慮した速度論的
モ デ ル の 構築を行な っ た ｡
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[2] hnipT a mineお よ び DM Iの 血中非結合率に対するQu血din eの
影響
Im軸ra min e'およ びD M I ほ､ 血祭中に 軌 ､て 血祭 タ ン パク 質で ある ア
ル ブミ ン の他に痛や炎症と い っ た息牲疾患と関連して ､ 血中で増加する
物質 (急性相反応物質) の 一 種で ある a l
-
a C豆d幽 00pT O血 (A GP)
と結合して い る ことほ ､ すでに本章3観で言及したが ､ 本節で取り上をヂ
た伽i血dim eもÅ GP と強く結合して レ､る こ とが報告さ れて い る (Nil駐 m
eも a且.,且978) . こ の 蛋白 - の 結合 は ､ ア ル ブ ミ ン に比 べ 親和性が高く､
また ､ 結合サイ トを共有して い る た め､ Emip雷a m豆n eある い は D M Iの A
GP に対する結合を他 の塩基性薬物が競合的に阻害する こ とも報告され
て い る (4車3節参照) . した が っ て ､ ÅGP に結合する可能性がある
他 の薬剤の併周 に拠 っ て､ Ⅰmipramim eおよびD M Ⅰの 血中非結合挙が影
響を受ける こ とが考えられる｡ そ こ で ､ Quimidi皿e}が併周された とき の
地 軸amin 8門駄内定適性入実験 (第4車第5節 [且] )で得られた血液
サ ン プル 申の各薬物の 血中非結合率を調べ た ｡
[実験結果 ｡ 考察]
野igu r 84
- 9 に ほ ､ コ ン ト ロ - ル と Q血idim 8併周時の血費と血中
薬物濃度との関係 (PB 比) およ び血祭申非結合型薬物漁魔の血祭中英
物濃度との関係を示した ｡ また ､ 甘able 4 - 後 には､ e x viv o で の P
迅比とf
pl直､ および計算されたfB償を示したo F蜘訂e 4
- 9 およ び
甘able 塊 - 5か ら､ 両 パ ラ メ - 夕 は 伽inidin e併周時に お い て も血中あ
る い は血祭蜘 mipm min eおよ びD M I濃度に対して ほ ぼ ∵定で あ っ た｡
また ､ 両薬物の P B比お よ びfp値 はQ血idin e併周 によ っ T.･上昇し､ 計
算さ れた fB催は有意に上昇して い る こ とが明か とな っ た o
以上 の検討結果より､ Quinidin e併周時の モ デル構築で は ､ Quinidin e
共存 によ るⅠmipr amin eまほ びD M Iの fB 億の 変動を考慮しなけれぼな
らな い こ とが明かとな っ た｡
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[3] 肝海流実験に よ るⅠmi阿amin eおよ びDM I代謝速度 のQuini血e
に よ る変動の評価
Quini8血£併周 に よ る肝臓で の 触ipramim eおよ びD M I代謝速度 の変動
を肝潅流実験より検討した. 肝潅流実験に は ､ Q血idin eが‡mipr a mine
および D M ‡の 血寮費由緒合率お よびP B比 を変動 さ せ る こ とが明 か と
さ れて い るの で ( [2]) ､ 血祭蛋白及 び赤血球を含まな い 海流液 を伺
い
､ 肝臓 - の酸素倣給を十分に行なう目的で 3 0mi/min の 潅流速庶を
採属 した ｡ 肝流入液中 払ipr a min e濃度ほ 0.3 n m o且/m且とし､ 肝流出液中
お よ び胆汁液中 の 触ipramin eおよ びそ の 主要代謝物の排壮速度を測定
した (2硬水酸化代謝物はそ の抱合体をβTglu c u m midas e/s城fatas eで切断
し､ 遊離型薬物の排壮途歴として測定した) 0
[実験籍果 ｡ 考寧]
『igure 逢
- 10 に ほ肝潅流実験より得られた結果の典型的な 一 例を
示したo コ ン トロ ー ル実験 で はⅠm喪)ra min eの み を 1 且0分間定速注入 し
た の に射 し､ Q血idim e併周実験で ほQ血i 血eを9 0m m ol/mimの速度 で
hipra min eの門鹿内定適性入関始5 0分から併周したo Flgur eか ら明ら
かなように ､ h ip汲 mirleおよ び各主要代謝物 の排漁連度は約2 5分 で定
常状態に達して い た o 軸 ra m払eおよ びD M Iの 変哲状態排撒速度は屯如蕗
di放餅周に よ っ て約 2倍に上昇して い た の に射し､ 2 0H - I M Iの排
壮速度は約1/ 2 に低下して い たo また ､ 20 H - D M Iの排練達皮は
Quinidin 昏併周 に よ っ て ､ ほ と ん ど影響を受けなか っ たo こ れら各節轍
(代謝) 速度の Q血idineに よ る影響の受け方の差ほ ､ 本節 [6] にお
い て Quini 血8併周時の速度静的モ デル に よ る各代謝速度の変動 に関す
る予測と比較検討を行な い ､ モ デ ル の安当性の確認を行な っ た ｡
[4] 肝 ミク ロ ソ - ム を用 い た Quinidin eのⅠmipr amin eお よ び D M I
2位水酸化反応に対する 阻害効果の定量的評価
Quinidin eを は じめ ､ Pr opr a n9lol や No rtriptylin eな ど､ ヒ トお よび
ラ ッ ト におい て薬物代謝活性の遺伝的多様性を示す代謝反応を持 つ 薬物
に与っ てhipr amin e患;よ びD M Iの 2位水酸化反応は 選択的に阻害をう
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ける こ と は既に明か に さ れ た (第2車5節) o ま た ､ Q血idim eによ る
両2位水酸化活性に対する 阻害パ タ ー ン は完全 に競合的で あ っ た
(Figu r e岩 - ユ 7) ｡ 以上 の 知見から‡mipT amine及びD M Iの 2位水酸
化反応 に関与して い る P - 4 5 0分子種は共通して おり､ また､ ヒ トお
よ びラ ツ =こお い て 性の遺伝的多様性発現に関与 して い る分
子種 (P - 4 5 0U T 潤) が触媒して い る可能性が示唆された (第 2車
5節) ｡ 本/l､節 で ほ Q血豆dineの 両 2位水酸化反応 に対する阻害効果を
速度静的モ デ ル に組み入 れる た め ､ 速度静的パ ラ メ ー タ を調 べ た ｡
[実験結果]
Table 塩 - 5 に はQuinidin eの 両 2位水酸化反応に対する競合的阻害
定数 (ai
'
) を肝 ミ ク ロ ソ - ム 反応液中非結合率 (o.47 4 ±0.058,
m e a n±s.毘.,n立3) で 補正 した億を示した . Tab且e 4 - 5 から明らかなよ
う に 伽inidin eの 両 2位水酸化活性 に対する阻害定数と阻害された2位
水酸化反応の K m値 の 比 は ほぼ 1 ｡ 0 で ある こ とが わ か っ た ｡ した が っ
て ､ Quinidin eに よ る 2位水酸化反応 に対する 阻害効果は 3 - 2 [2]
節で平行代謝経路開梱互作周を モ デル に観み 入 れた場合の 阻害を示す項
と併せ て組み込むこ と が町能であり､ (3 - 3) およ び(3 - 4) 式の
各2位水酸化活性の 阻害剤濃度として Quinidin eの 濃度を加える だけで
Quinidine併周時の モ デ ル 式に拡張で きる こ とが わか っ た o
[5] モ デ ル の 構築
[式の誘導]
コ ン トロ - ル で のⅠmipra m払eおよ びD M Iの 定常状態血中濃度 を同時
に予測で き る速度論的モ デ ル の構築方法 (4 - 5 章) に基 づ き､ 伽ini-
dine併用時 のIm毎)r ami耽 門脈内定速注入時の定常状態払ipramin e･ D M I
血中濃度を同時予測できる速度静的モ デ ルの 構築を行な っ た ｡ 前小節で
の 考察から､ 阻害剤 で あるQuinidirE)は ､ Imipr amin e2位水酸化反応に対
する DMI ､ ある い は､ DM I皇位水酸化反応に対する 払ipra min eの 平
行代謝経路開梱互作用に おける それ ぞ れ の 阻害剤濃度 に遊離型 Quini-
血軍濃度を加える こ と によ っ て構築で きる こ とが明かとな っ た ｡ すなわ
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ち ､ Quinidine併周時の モ デ ル は ､ 第4章第4節における (4 - 8) -
(4 - 9) 式に拠 出 血 eの遊離型濃度を加え た次式
- 1 8) 式 によ っ て表現され る.
R = CL
I
inT･fB･ C蓋瞥I - (4-16)
c曜in vit,a -
V2 =
Vm ax,1
＋
(4 - 1 6) - (4
‰ax,2
監 m ,i ＋ A(I)鴨 ･Cf!hC･fb
･
･ eps)･fB ･ C野 Km ,2十fB･ CfyI
vm 弧 ,3･fh･ C重野
＋ 幽 翠
監m .3･ R(D)･(fB･ C
I
syI･fh
･
･ a?s)･ち･ CPsM I Km ,4＋fhCRsh8
A(4-17)
- I(4-18)
こ れ らの 式にお い て 増 ･,定常状態Quinidin e濃度､ 砧;Quinidin eの 血中
非結合率を表わして い る . また ､ Quin姐in eによ るⅠm睡ramineお よ びD M
I 2位水酸化反応に対する (反応液中の Quinidine非結合率で補正 され
た)
7)
競合的阻害定数をそれぞれ KI(Ⅰ-Q),KI(” -Q)と した時 ､ (4
- 1
式と (4 - 18) 式 における R(耶 と RP) は ､ それぞれ
監m
,
l畷 の)≡ Km ,1rKl(Ⅰ-Q) と Km ,3/鞄(I)=Km ,3促Ⅰ(D -Q)を意味して い
る ｡
[シミ ュ レ - シ ョ ン結果 ｡ 考察]
各式を構成して い る速定論的パ ラメ ー タ をTable4 - 6 にま とめ て示
したo また､ Figu r e4 - 1 1 には こ れら の パ ラ メ
ー タ と上記モ デ ル 式
を用 い て ､ 本章第6節 [1] で調 べ たQuhidine併用時のhnipramin e投与
速度と定哲状態Imigamin e･ D M ‡血中濃度の国儀を予測した結果を示
したo こ こ で遊離型Quinidin e濃度 はFigur e4 - 7に示 した実測された
Quinidin e濃度 の 上限と下限 (5,10n m ol/ml) とした ｡ Figu r e4 - 1 l破
線は平行代謝経路間相互作周の みを考慮したときの シミ ュ レ ー シ ョ ンを ､
また ､ 実線 a お よ びb ほ ､ 遊離型 Quinidin e濃度を 5 およ び1 0 n m ol/
mlとした時の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン カ ー ブを示して い る ｡ 図か ら明らか な
よう に ､ h ipr amin eに対するQuin idin eの併用効果 (A) は ､ Quinidin e
濃度が高くなる (相互作周が強くなる) ほ どコ ン トロ ー ル に比べ 線形の
関係が強くなる の に射し､ D M I革削失態血中濃度の予測(B) は､ 御 感 振
併用に よ っ て ､ より非線形性が強調さ れる結果とな っ た｡ こ れらの 予測
ほ実測された関係 (本章5節 [1] )と良く 一 致して い た ｡
1 24
Ta b le 4 - 6
鑑丑N 玄TⅡC P Å温風弼濫T E 汲S US E D F O 況 S Ⅱ 鮒 L ÅTⅡON
Ⅸm l
= 0 ｡ 埠3 0
亀
鑑m2 = 5 ｡ 1 2
a
鼠m 3
ニ 0 ｡ 3 9 1a
Km 4
= 0 ･ 7 85a
蓄≡……喜 2…;06g宴Vma x4 =
RI(I) = 1 ｡ 00
C
R
I(D) I 1B O O
C
fB9Q
;冒:豊富73d
dfB
f
f
≡;｡9≡呂:呂字喜霊芝
f
B
-
≡ Oo 3 13d
b
a
D
v
a
m
t
a
a
x
e
也
w e r e ob ta in ed fr o m Table 4 - 3 .
obtain ed fo r 1 . 0 g liv e T く1i包 もed in Ta b le
3 - 2) w a s e X七T aPOla 七ed 七o 七he 七he v alu e fo r whole
l iv e r by m ul t iplyin g o f a v e T age エiv eT W eigh t
(7 ｡ 6 2 g) u s ed in iD Viv o in 七e ヱ､ a C七io n stu d ie s
(F igu T e 逢 - 7) ｡
The T a七io s of Em v a lu e fo r inhibi ted pa thw ay 七o
慧圭m .vsa:uiedeOn豊iL,ianlh i(
b
s
i七o r w e r e e s七in a七e d 七o be
e e Table 4 - 5)｡ T he x､ efo T e, the
c o m m on v alu e fo r ” pa T aユIel pa thw ay in 七e T a Ctio n
”
a n d 忌 eie (⊃七且v e in hib i t io n by quinid in e w a s u s ed
in e a ch 2- h yd T O Xyl a 七 io n p a th w ay く五 ｡ e ｡
霊芸ほヱ昌芋写そ
'EI
'(D'= Kml′濫‡(ト Q〉;RI(D 糊 m3′鑑I-I 畑 3′
Da ta w e re ob七色 in ed 君T O m Ta b 且e 4 - 4 . T he v alu e of
芸望se
a
n
n
f
C
d
B
e
,言Bo;
we
w
T
q
e
e
u
T
l
e
n
u
i
s
u
d
e
S
l:n
d
e
fo
f
a
T
O
n
T
d:h
h
t
e
芸o
s
s
s
l
e
l
m
m
u
u
o
l
l
f
a
a
:if
i
.
B
O
B
?
S
Q
S
i
:
n
n
f還● タ
pr e s e n c e Of qu ini d in e ｡
1 25
+琶5｡O
J
t= ⊃
冨≡=
a
q1
書中｡0
ト ー }
ト一
昭亡
l⊃ゴ
ト ー
=
L J
5｡O
U
=
⊂⊃
U
芸2｡0
ト･ 叫
u +
トー
a
i-
”,
1匂0
勺
> -
G:コ
<<
LLJ
トー ー
∽
J■
I
4
)
d
P
′
i
o
.
o膚
l■
風
a
.
･ロ
喜
,@
0 50 100 150
王悶T RAPORT AL川FUSⅠ0柑 R
+
芝=
ヽ
ヽ
_ +
⊂:)
;≡=
=
ヽ
z
o 20
=
ト ー
<<
⊂ピ:
ト 一
言巴
u J
U
=
O
U
=1
a
LLJ
ド- I
d<
トー
亡′つ
1
”
仁コ
i
L U
ト ー
…
ATE
0
I
- -
-
一
一 ■
臥. -良
随
0 50 10 0 150
0F 川ⅠP RA門川E} NMOL/門王N
『蜘 帽 4- 那
S)M uLÅT‡O N S O F T H 臣R臣L ÅT10 N S 州P B E TW臣 N 8NT R A P O RTAL 8N FU SEON
R AT E O F SMiP 隅A M臣N 臣 N D ST EAD Y-STAT臣ⅠM]P R A M!N E(A)A N D D 臣S耳P RAM 召NE
(a)C O 悶C E NT RA BON 8N THE P R ES 臣N C 臣(C LO S 臣DSY MB OLS)OR A BSE NCE
OF Q uEN8D[N 臣(O PE N S Y M B OLS)BAS ED ON AKⅠN ET6C 臥月OD臣L(S C ‖臣M 臣4-4).
Ea ch po軸 a r由 v e柁転a8 bar repre s e佃s the m e a m±S.E. o1 3r由s. D朗a骨o r c o相和‡
w e re ob書aim ed lr o m朝gu 和み3. Sim u丘a胡o m c u rv e sw e re c a8c uhied by納e equ atio n s
(4-1 6)-(4-1 8)u simg舌n vむo 蜘 eticpara m由e rs(始ted inTab 始4･6). Thebroke m伽e s
(epre s e nt 納e 陀 S u触 o℡sim u蜘盲o m s whe npa ra胎(pathw ayimte ra c馳 misim c o rpo 悶絶d
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以上 の こ とか ら､ 本章塊節で確立された コ ン ト ロ - ル で の‡mipm min e
お よび D M Ⅰの 定常状態血中濃度を同時予測で きる速度静的モ デ ル は､
本林節で の 検討結果から､ Q血idineが併周 され た場食で 屯各血中膿度
が同時予測でき ､ より臨床的を応周が可能で ある こ とが確認された｡
[6] 伽五midin eの定常状態ⅠmipT a mim eおよ びD M I血中濃度およ び
息皿 Vivo 定常状態で の耳mipr a min e藤代謝にお ける各偲謝速度 に
尊える影響
(定常状態速度論的を デ ル に基づく シ ミ ュ レ ー シ ョ ン)
前/l､節までの検討結果より､ Quini鮎 e併周時の 加療ra min eと D M Iの
定常状態体内動態の変動 の特徴 と して ､ 以下 の 点が明かとな っ た｡
⑳Ⅰmip訂a min eの 門脈内投与速度と定常状態‡m亙pT a min e血 中漉魔の関係 は
伽inidim e併周 によ っ て線形の 関係 に近 づく｡
⑳‡mipTa mineの 門艦内投与速度と定常状態DM I血中汲魔の関係は
Q血i戯m 8併周 によ っ て 非線形 の関係が強調され る｡
本心節 で は ､ 先の/l､節に おい て構築された速度静的モ デ ル を構成して
い る藤代謝経路の代謝速度と遊離塾肝固有クリアラ ン ス の Quinidim 缶併
周 に よ る変動を調 べ た｡ Schem 6 趨 - 3 に ほ､ 平行代謝経路開梱互作
周の みを考慮した コ ン トロ - 〟 (破線) と ､ Quini血 eを併属した場合
(実線) に分け､ 門脈 触 ipramin e投与速度 に対する代謝速度と遊離肝
固有クリ アラ ン ス の 関係を示した｡ また､ (遊離型)肝固有クリ アラ ン
ス (CL) と代謝速度 (Ⅴ) の各代謝経路との 関連を Sc払e m e4 - 4
に示 した｡ ス キ ー ム の それぞれの パ ラ メ ー タ の 添え寧ほNo m e 泥Ia恕ばeに
まとめ た. 代謝経路上 の それぞれの バ ネ)v(A, A
'
か らE
,
E
' ) は
その 経路の代謝活性 の速度過程を示して い る ｡
瓦mipr a min eの 門沢内投与速度 (A, pa n elA) は､ 定常状態 で の い か
な る投与速度 に 釦 ､て も2位永酸化反応速度 (パネル B ､ V l) と脱メ
チ ル化反応速度 (パネルC ､ V 2) の和に等し い はずである｡ また ､ 定
常状態に おレ､て は､ 脱メ チ]V化反応速度 (バネ)i,C､ V2) ほ 20 H
-
D M Iの 生成速度 (パネル D､ V3) と ｢他の代謝物+ の 生成逮夜 (パ
ネル E ､ Ⅴ ｡) の和 と等しくなる ほずで あ る o
平行代謝経路間相互件用 の みが発現して い る コ ン ト ロ ー ル で ほ ､ 氏
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と‡m軸ramin e2位水酸化凪芯速度 の関係ほ上 に凸である (パ ネ ル B
'
､
破線) が､ Quinidin e併周に よ っ て ほ ぼ直線の関係とな っ た ｡ こ の こ と
は h砂ra min eの 脱メ チ ルイヒ速度の R に対する関係 にも反映し､ パネル A
の直線関係を再現する ためV2も R に対 して直線関係 とな っ た ｡
一 方､ Ⅰmipramineの 2位水酸化反応 に対するC L ほQ血idineによ る
競合的な阻害によ っ て K m 髄が大きく怒り､ R に対してほ ぼ 一 定とな っ
た (パ ネ ル B
'
､ 実線) ｡ また ､ 丑mipr a min eの 脱メ チ ル反応は本来の
K m お よ びV m 弧 億が大き い の で ､ Quinidin e併周時で もR に対 して 線
形の関係を維持 して い る こ とが予想され た (パ ネ ルC
'
､ 実線) 0
‡mipr a min eの定常状態血中膿庶 (clsyI) ほ ､
c野 = 一 皿 - (舶 9)
fB(CLl ＋ CL2)
で表現されるo Quぬidim e併周 によ っ てCL lおよ びCL2の 両固有クリ
アラ ン ス はR に対 して ほぼ 一 定とな る こ とか ら､ C欝 はRの 増加に つ
れ て直線的 に上鼎する こ と が予測さ れ た｡
一 方､ D M Ⅰの 2位水酸化反応は ､ Imipra min eの 2位水酸化活性と
同様､ Quimidim eに よ っ て競合的に 阻害を受け､ その CL ほ大きく低下
し､ 石=こ対して ほぼ - 定と怒る (パネ ル D
'
､ 実線) ｡ また､ DM Iか
らの ｢他の代謝物+ の 生成速度 (V4) は ､ 本来のVma x催が低い ため
頭打ちとなる こ とが予想された (パネル E､ 実線) ｡ したが っ て ､ Rに
対 して線形 に上昇す る V2 (パ ネル C ､ 実線 の関係を維持するため､
活性が頭打ちとな っ た V4 を補う こ と によ っ て ､ V3ほR に対して下 に
凸の 関係 とな る (パ ネ ル D ､ 実線) 0
Ⅰmipr a min e同様､ D M Iの cf?sMI は ､
cPsA4I=
で表現される｡
ネ ル C､ 実線)
V2
～ -(4-15)
fTB(CL3＋ CL4)
こ の式におい てV2はR に対 して ほぼ線形に上昇する (パ
が､ C L｡ ほ R の上昇 に つ れて顕著 に低下する (パ ネル
E
'
､ 実線) ｡ したが っ て､ Rと定常状態D M I血中濃度の関係は､ 脚 転
の併用によ っ て非線形な関係が強調される予測となる こ とが考察された ｡
本/j､節 に よる予測は ､ 肝潅流実験で得られたymipr amin eおよ び D M
I の2位水酸化速度のQuhidin e併用 に よる琴動と対応する事ができるo
すで に､ 第4 章5節 [3〕 で示した ように ､ 両2位水酸イヒ速度は Qlini-
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din eに射 し､ 異 なる影響を受けた｡ すな わち ､ 払ipr a min eの 2位水酸化
速度は約 1/2 にな っ たの に射 し､ D M Iの 2位水酸化速度 は影響を受
けなか っ た (F1即 位4 - 10) . こ の実験結果はモ デ ル によ る予測 (馳 m e
4 - 3 ､ パ ネル B お よびD の実線 v s. 破線) と良く 一 致 して おり､
本節で確立された速度論的モ デ ル ほ ､ Imipr a血 n eお よ びD M Iの定常状
態血中濃度を同時に予測で きただけで はなく､ その代謝過程 の変動も予
測で きる こ とが明か と な っ た｡
現在､ ヒ トお よ びラ ッ トにお い て薬物代謝活性あ る い ほ体内動態が過
伝的な多様性を示す4 0種類以上 の薬物が報告さ れ て お り､ こ れ らの
薬物 は広範囲にわた っ て い る こ とか ら (Ⅰn aba et al.,1985) ､ ヒ トにお
い て そ の 2位水酸化反応 が適任的多様性を示す､ 典型的な薬物 である
Ⅰmipr amim eお よ びD M I(BTO S e n etal.,1986b;Steim e r etal.,1987;Otto n
et al.,且984) が併周 される可能性 は極め て高 い と考えられ る｡ したが っ
て
､ 本/l､節で確立された速度静的モ デ ル ほ､ ヒ トに おける適切な代謝パ
ラ メ ー タ およ び非結合率を代入すればその まま ､ 臨床 での 的確な投与指
針を立 てる こ と に利周する こ とが可能であ る｡
ま た､ 本月､節 の 目的ほ ､ 前節 で確立されたImi阿amin eの速度静的モ デ
ル の安当性を､ 薬物代謝活性 に変動を与えた状況下 で も､ im vitT O代謝
実験からの パ ラ メ - 夕を周 い てim viv o定常状態血中濃度の予測が可能
であるか する こ とにより確認する こ とであ っ た ｡ 薬物代謝活性の 人
為的な変動 と して ､ Ⅰ血pra 血 eお よ び D M Iの 環2位水酸化反応 に競合
的な阻害剤であるQtini盈m eを併用し､ その ときの 体内動態の変化を追跡
した. その結果､ 本月､節 [3] に示した肝海流寛験で の各永酸化体 の生
成速度の変動と各代謝経路の代謝速度の変動 に鰐する シミ ュ レ ー シ ョ ン
との 一 致 [6] ､ 定常状態血中濃度の実測値と予測値と十致[5] から､
本研究で確立した速度論的モ デ ル の安当性が改め て 確認され た｡
1 3 2
4 - 6 か 暗
本章での モ デ ル構築とそ の安当憾確認の研究の揺れを以下にまとめた0
モ デ ル の構築 (主 に4 - 且 - 4 _ 4
①定常状態触五p汲 m 地 お よ びD MI血中濃度はhni野a mheの 門脈内定遮注
入速度 に対して非線形な関係であ っ た (Fig耶 複 - 3) o
↓
(勤n vi加 代謝取払eもicsより得られた各代謝経路の反応初速庶から算出さ
れた 監 m お よ びVm a x億 を伺い て ､ 定常状態で の 速度静的モ デ ル を
構築し､ hnipT a mまm eお よ びDM Iの 定常状態血中過度を予測したと
こ ろ ､ 実測値 に比 べ 顕著に低か っ た (Figur e4 - 6破線) o
↓
③払 vi加 代謝実験 より明らか に され た‡mipT a m且n e代謝反応の特晩すな
わち ､ 平衛代謝経路開梱亙伶周を考慮した｡
ふ
④平行代謝経路開梱互伶闘を考慮した モ デ ル に よる予測値 は良く実測値
を反映して い た (Figu r e4 - 6実線) o こ の 時､ 平行偲謝経路開梱
亙伶周を考慮した こ と によ っ て ､ D MIの 定常状態血中濃度 は 払i
pTa m嘘 の 濃度 に比 べ より顕著に こ の 相互伸周 の影響を愛吟て い る こ
とが明かとな っ た ｡.
ふ
⑤上記の モ デル に お い てin viv oで のI mipTamin eの各代謝速度お よび肝固
有クリア ラ ン ス を計算した とこ ろ ､ 地 軸aⅠ血 eの 血中濃度ほ乎衛代謝
経路間相互作周 に よ っ て その 消失の ク リ ア ラ ン ス のみ が低下して い
る の に射し､ D M Iの 血中濃度ほ消失の クリ ア ラ ンス だけで はなく ､
生成速度(Ⅰm軸ra mheの脱メ チ ル化速度) も影響を受けて い る こ と が
予想され､ こ の こ とが④で言及した影響 の受け方の違 い とな っ て い
る こ とが示唆された｡ (第4車4節 [4] )0
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モ デ ル の安当性 の確認 (ouimidim e併周時の体内動態変動 の予測)
①Ⅰmipr amim eおよ び DMI の 定常状態血中濃度ほQuぬidin eの併 掛 こよ っ
て コ ン トロ ー ル に比 べ 顕著 に上昇したo ま た､ 五mipr amin eの 血中濃度
と R の関係 は線形 の関係に近づ い た o 一 方､ D M Iの 血中濃度 とR
の 関係 ほよ り非線形 の関係 が強調さ れ た (Figur e4 - 8) 0
↓
②Quinidin eに よ るⅠmipr a min eお よ び DM I の 2位水酸化反応 に対する競
合的な阻害関係 ･ 阻害定数およ びQuinidineに よ る互mipramimeお よ び
D M Iの 血中非結合率の変動を コ ン ト ロ ー ル で確立された (平行代
謝経路開梱互作用を考慮して い る) モ デ ル に導入し､ 両定常状態血
中濃度を予測したと こ ろ ､ 実測値と比較的良く 一 致 した (碗gur e4
- 1 1の実線. a , b) 0
↓
③上記の モ デ ル に盛っき ､ Quinid血 併周時のImipEamineの各代謝速度お
よ び肝固有ク リ アラ ン ス を計算した と こ ろ ､ Ⅰm軸Tamheの 消失に関係
して い る 2 つ の 肝固有ク リ ア ラ ン ス (2位水酸化反応と脱メ チ ル化
反応) はR に対して ほ ぼ 一 定 とな っ て い る が ､ 一 方､ DM I の 消失
に関与して い る ｢他 の代謝物+ 生成 の肝固有ク リ ア ラ ン ス は R の 上
昇に対して顕著 に低下して い る ことが明かとな っ た(Sdle m e4 - 3) 0
こQ) ことが ､ ①の Quinidin e併用時の 南井物の定常状態血中濃度 の R
に対する関係 の異な る変動 パ タ ー ン に反映 して い る こ と が推測さ れ
た ｡
↓
④さ ら に､ Quin姐ine併用 によ る 触ipramineおよ びD M Iの 2位水酸化速
度 の変動を上記 のモ デ ル に基づ い て予測した . そ の結果､ 払ipr amine
の 2位水酸化速度 はQuinidine併用に よ っ て ､ 顕著 に低下 したの に射
し､ D MI の 2位水酸化速度はQuimi din eによ っ て 影響を受けて い な
い こ とが予測された (Sche m e4 - .3) . こ れ らの 予測は ､ 肝海流実
験 にお い て 両永酸化代謝物 の排壮速度 の変動 (Figu r e4 - 10) と
棲 め て良く 一 致 して お り ､ 本章で構築さ れ た速度論的モ デ ル の安
当性が確認さ れ た ｡
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以上 の流れに した が っ て ､ 本牽で は ､ 払ipT a min 8を門脈内に定連投
与した時の定常状態耳rnipT a m鮎 溢 よ びDMI 血中濃度を予測で きる モ デ
)I,をim vi加 代謝実験より得られたkim 昏鮎 パ ラ メ - 夕 とEmipr a mim 駐･ D M
I代謝における静隆(平行代謝経路開梱亙惟周) から構築したo さらに ､
薬物代謝活性 の 人為的改変動と して ､ ‡mipT a血 m eおよ びD M Iの 環2位
水酸化反応に競合的な阻害剤 であるQ血豆鮎 eを併周 し､ そ の ときの 体内
動態の変化を コ ントロ - ル と同 じ手法で予測 した結果､ 実測値と良く 一
致した こ と よりを デ ル の 費当性が確認されたo
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第5葦 非定常状態に あ柑る毛m義pFam盲閃eとD M 昏の生理学的
菅デルの構韓
前章で確立さ れた定常状態 で の 速度静的モ デ ル は薬物 (Imipramin e)
が ､ 体内 (門釈内) に定適性入され､ 定常状態の条件 が達成 された とき
の もの であ る. すな わち､ 軸 m血n ei)官経口 より, ､ 反復投与され たと き､
hifWamin eおよ びそ の 削新宅謝物D M Iの血中膿皮が時間に対して ､
一
定とな っ たとき の投与速度と血中濃度の関係を予測 ･ 解析 で きる こ とを
意味して い る ｡ こ の 場合､ 体内動態を記述する速度式は､ 薬物の 収支関
係に 限定で きる た め ､ きわ め て簡単夜式 で表現する こ とが で きた .
一 方 ､ 薬物が単回投与さ れた ときの 血中濃度は､ 時間の 経過と共 に餐
動 し､
一
こ の血中濃度 一 時間推移を予測するため には ､ 薬物 が主に分布す
る各臓器に関して ､ 速度式を立て なけれ ばな ら 飢 ､｡ この 各速度式の棉
築の手順は ､ 遜ishofFと De血ck によ っ て確立 さ れ ､ 一 般に ､ 各臓器容
積とそれを支配して い る血管の 血流量な どの 生理学的パラ メ - 夕 を必要
とする こ とから､ 生理学的モ デ ル (P hysio且ogic a且且y 迅as ed 馳a r m a c oki-
n e血 Model) と呼ばれる (‡戟m m e且stein & Lutz,且979;Ge rlo w ski&∬aim,
1983) o その特徴 は ､
①モ デ ル を構築して い る速度静的パ ラ メ - 夕 のうち ､ 薬物の 移行を表わ
すも の は､ そ の単位 として血沈量を基準としたもの であり､ 全 て ､ 具
体的な意味を持 っ て い る ｡
②対象とする薬物 (およびその代謝物) に限定したモ デル構築を行なう
(解剖学的パ ラメ - 夕を除 い て ､ 対象薬物固有の パ ラ メ - 夕 で ある) 0
③対象 とする薬物の 血中濃度だけで はなく､ 薬効と関連した臓器 (い わ
ゆ る標的臓器) 内薬物濃度の時間推移を予測する こ とを目的と して い
る ｡
④実験動物レ ベ ルで構築された モ デ ル を ヒ トに スケ ー ル ア ッ プする こ と
が町能である (ア ニ マ ル ス ケ - ルア ツ プ) ｡ すな わち､ ヒ トにお ける
対象薬物の標的臓器内薬物濃度の時間推移を予測する こ と によ っ て投
与指針を立 て る上 で棲 め て有用 であ る｡
な どが挙げられ る ｡ Table 5 - 1 に は､ 現在 まで に確立された生理学的
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モ デ ル の うち ､ 本研究と同様､ 肝臓で の薬物消失速度を肝細胞分画を伺
い た in vi紘o 代謝K in eぬcsの パ ラ メ ー タ を組み込ん で い る もの に限定 し
て ま と め た ｡
Table 5 - l 肝細胞分画を周 い たin vi加 代謝監血e由csから構築され た生
理学的モ デ ル
薬物 動物 肝細胞分画 文献
Åでa- C中1
監血an o且
E ぬo xybe n z a m地
餌e x obarbi臨且
甘鮎op8 mもai
甘o且わuta mi 血
Sulfo m amide
Dia z epa m
hu m a n hu m a nbo m oge m ate
T at T鉱 ho m oge n a隠
T芸払r abbii Taも,r abbi乞 micro s om es
r aも Ta息 m且Cr OS Om e S
T aも raも m 且CT O S O m e S
●
T aも
,
m an T a監 m 且C 訳)S O m e S
①
③
③
㊨
⑤⑥
⑦⑧
*1且-β -” - ar abir o触 象限o sy且cyio si阻e;①DedricketaA.,1972; ③馳edriek&Fc w-
FeS紐r,且973;③Lin 朗 弧且982;①耳gariet a且.,1982;①sugi臨 朗 all且98i;⑥sugita
飢 a且一 ,且982;⑦瓦gari朗 a且.,且983;⑧‡garie乞al.,且粥4
本章では ､ 対象薬物 として 取り上げた‡m息pTa min eを､ 単回経口 (門脈
内)投与した と きの ､ 血中及び臓器内濃度 一 時間推移 に関する生理学的
モ デ ル の構築を行な っ た｡ Ⅰmipm min eをモ デ ル 薬物 と した場合､ その 目
標とす るモ デ ル ほ ､
⑳馳毎ra nin eil音投与きれた ときの ､ 静性代謝物DMI の体内動態､ 特 に､
向精神惟偶の標的臓器と して の 脳内濃度の時間経過 に対する変化を同
時に予測で きる こ と｡
⑳ ラ ッ トでの 体内動態から ヒ トにス ケ ー ル ア ッ プを行 い ､ ヒ ト脳内濃皮
の時間堆移を予測 で き る こ と ｡
を ､ 満足する必要がある｡ また､ 以上 の各予測 に対して､ ラ ッ ト肝 ミク
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ロ ソ - ム レベ ル で確認され た平行代謝経路開梱互作周がどの程度影響を
与えて い るか検討する こ と に よ っ て ､ W ho且e Body で の 生理学的モ デ
ル の構築における in vi加 代謝実験で得られ た知見 の重要性 を改め て
確認した｡
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5 - =m 柳a mim ¢ぬ よびE3 M 8 の各重要臓器に対する平衡定数の測定
本章 にお い て 確立する こ とを目的と して い る生理学的を デ ルほ ､
加ifW a m畳皿e を単回 (門倣内) 投与したときの動脆申および主要臓静､
特 に､ 向精神其の標的臓経である脳内hniprarmi eおよ びD M I濃度の時
間推移を予測 で きる モ デ ル であ る ｡ こ の頃合､ 前章 で の定常状態の モ チ
)i, に億周 した肝臓 に 捌ナるヱmipm mim eおよびD M Ⅰの薬物代謝消失に関
する式 に加えて ､ 各主要臓器で の 薬物濃度 一 時間推移を表現する微分方
程式を立 て る必要が ある (払m m elswin &Lutz, m 9;Gerlo w ski&gain,
1983) . すなわち､ 脳 ､ 肺､ 動胞血 ･ 静脈血 プ ー ル ､ 心施､ 職 ､ 牌膿､
消化管､ 腎臓､ 筋肉､ 月旨肪轟臓 ､ 皮膚などの非消失器官に関して､ (5
- 1) 式が成立する ｡
vo r甚
･驚旦 - (cht,. rg - a. ut,erg)･Qo rg = 捌
こ こ で ､ Vo rg: 対象臓器の解剖学的容積､ co rg: 対象臓器内薬物濃
度､ cim,o Tg: 対象臓器 へ 流入する血液中薬物波風 co ut,o rg: 対象臓
器から流出する血液中薬物浪度､ Qcyg:ig
.象騰落を流れる 血液量である｡
こ の 式 に 如 ､て ､ 各臓器の流出液中薬物浪度 (co鳴O rg) は 一 般に (柿
を除い て) 実測 が不可能な ので ､ 臓静内薬物濃度 (coTg) とco鴫 o rgの
間 に平衡定数 (Kp,o rg) を導入して関連 づけ る. すをわ ち ､
監
p･o rg
一 恵 - (5-2)
の 関係を (5 - 1) 式に代入して､ (5 - 1) 式ほ ､
vo rs
･
d% - (cint･o rg - 恕 ･Qo rg - (5-3)
と書き換える こ とが で きる . 革p,org の算出方法として い く つ かの 方法
が報告されて い る (Lin etal.,1982) ｡ すな わち ､
①払 viv oにお い て単回静脈内投与後のβ相 にお い て 実験動物を屠殺､
各威容内濃度と静脈内濃度の関係から補正式を用 い て算出する方法
②臓器試料を用 い て 平衡透析法か ら算出する in vitr o法
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③静脈内に薬物を定速注入した とき､ 定常状態で ､ 動物を屠殺し､ 動派
血中濃度 と各臓器内濃度 の 比 か ら Kp,org を評偏する方法
である. 本研究 で は補正式を必要 とせず直接 パ ラメ - 夕を評価で きる③
の方法を採用した｡ すなわち､ (5 - 3) 式が定常状態 に 釦 ､て (左辺)
- 0なの で ､
cin
,
o rS
- 藍 ∴ Kp,orS - 恕 - (5-4)
とをり ､ (5 一 連) 式から直接 革p,oTg が評価で き る ｡
一 方､ 消失臓器で ある肝臓 で の臓器内濃度 一 時間推移式 ほ､ 監v a n sら
が プロ プラ ノ ロ ー ル の肝臓内分布に適周した式を採周 した (Ev a ms et
al. ,乱973) ｡ こ の式で は ､ 肝臓内で薬物 が臓器内オ ル ガネラ に結合した
濃度 (cbc配威#ve r) と遊離型濃度 (c 晦 駄er) に分けて存在し､ C 観 Rh'eT
が肝流出液中速琴型薬物濃度 (co鴫 蜘 eTに fB を掛 けた濃度) に等し
く ､ か つ ､ 代謝反応 に関与する基質濃度で あ る (y℡W e且且-sdrT ed m ode且” の
飯定 (pang& 鮎 w且and.,且977) )｡ すな わ ち ､ つ ぎの (5 - 5) 式が成
立して い る こ とを仮定して い る ｡
Vliv 叫 Otal ･ Co Tg,liv er = ∀liver,tissue
･ Cb. a nd,liv er ヰ Viiv eT,W ate r ･ C 触 1iv e r -(5-5)
こ こ で ､ V蜘 e印0蛾 肝臓容聴､ Ⅵiv eT,也ss u e; 肝臓 オ ル ガ ネラ静聴､
Ⅵiv eT,W a甑; 肝施永分容積､ cor&1iv eT; 肝臓内薬物汲度､ cbo Ⅷd,liver;
肝臓内で オ ル ガネラ に結合して い る薬物濃度､ c 鮎e,liv er;肝臓内水分 に
分布して い る薬物濃度である. (5 - 5)式の 両辺 を時間に対して微分
し､ 時間推移式とするo ま た ､ こ の 時､ c 鮎e蜘 er - Co 軸 v er｡ち
の 関係を代入する｡
aCorg,liv e r _ ”__
dCbo u nd,払v er∀liv er,total∴ 二 竺旦 巴 = vliver,dssu e･Il＋血
T
I A Y叫 u さ Z ” t ;
dt
∴ ∀liv er,tiss.l e･
dCbound,liv e r
＋ Vliver, w ater･
＋ ∀liv e r,w ate r･
dCfre e,live r
dC鮎 e
,
liv e r
血
- (5-6)
血
y l ⊥Y 叫 W Lt ;エ
血
-(Gin ,liv er- Gout,liver)･Qliver - Jm eifB･C 叫 1iv e r)- (5-7)
(5 - 7) 式 に 釦 ､て Jm et(fB ･,Co uWv er)は前章 (4
- 10) - (4
- ユ1) 式に示 した代謝に よる消失速度を表わ して おり､ そ の基質濃度
がち ｡ Co ut,liv erで ある こ とを意味して い る ｡ また ､ (5 - 7) 式 にお
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い て C bo u nd
,
1iv e rが CfT e e
,
iiv e T(=fB
･ Co ut
,
鮎 er)の 関数 Å(fB ･ Co ut,liv er)
(例えば Langm uir-cype の結合式を ど) で表現で きる場合､
対する次の微分式で置き換える こ とが でき る｡
∀live r,tis stl e
･fB I
d A(Co ut,liv er) . ､ , D dCo 帆Iive r
十 Vliv e r,w ater
･fBI
その 時聞 に
血
'
山 Y 叫 叩 a L tiA JーL} 血
-(Gin,liv er - C 叫 1iv e riQliv e r- Jm e払･c. utJive r)～ -(5-8)
こ の こ とから ､ 肝臓 におけ る時間推移式を完成する た めに ほ ､ 肝流出級
中遊離型薬物膿度と ､ 肝臓組織 - の結合型薬物濃匿の関係を求め 馴ナれ
ばならな い ｡
以上 の考察から ､ 本節で は非消失静官に関して は平衡定数 (鞄, 併g)
を､ また ､ 肝臓 に関して は ､ in vivo に 掛ナる肝静脆採血法 (yoko臨
et al.,1976) を周 い て肝流出液中遊鮭塑薬物濃度を測定し､ 肝振出液
中遊離型薬物濃度と肝臓組織 へ の 結合塑薬物濃度の 関係を調 べ た ｡ 各定
数は､ 静版内に 触 評a m払eおよびD M Iを投与速度を変えて定速注入し､
定常状態でラ ッ トを屠殺したの ち､ 劫腺血中 (肝臓 に関して は肝静駄血
中) 薬物濃度と臓器内濃度の 関係から評価した｡
[実験結果]
Figur e5
- l にはⅠmipT a min eお よびD M Iの主要臓器 (肝臓と脳を除
く)内濃度と動脆血中濃度の関係を示した｡ こ の 図に示した各臓器 へ の
両薬物の分布 は血中濃度に対して比例的な関係 (線形) で 近似で きた｡
したが っ て､ こ れらの膿静 に対する平衡定数を､ 臓器内濃度に対する血
中濃度の回帰直線の傾きか ら評価した (Tables - 2 Å) o 一 方､ 脳お
よ び肝臓 へ の 南桑物の分布をFigu 陀 5 - 2 に示した｡ 両勝者 へ の分布
の内､ 脳 へ の h ipr a mine の分布およ び肝臓 へ の hlibfa min e およ びD
M Iの 分布は ､ それぞれ血中濃度およ び肝静脈血中濃度に対して非線形
で あ っ たが､ 脳 へ の 分布は 血中濃度に対して非線形な上昇を ､ また ､ 肝
臓に対して は結合 の飽和カ領民測され たの で ､ 脳 で は Him式を､ また ､
肝臓 へ ほ LaElgm uir-呼Pe の 結合式を仮定して ､ 非線形最/l､自乗法を用 い
て 結合 に関する パ ラ メ ー タ を推定した (Table5 - 2 B) o
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Ⅱ田I P取Å凹ⅡNE Å紺D D 濫S ⅡP 寵Å朗Ⅱ甜雷
T is s u e Ep
a T is s u e Kp
a
I M I D M I ‡M ‡ D M I
A d ipo s e
Lu ng
Br ain
Mu s cle
Sple e n
6 ｡ 9 5 1｡ 1 8
43 ｡邑 62 . 25 ｡ 逢2
2 ｡ 1 1 1 ｡ 0 2
9 . 48 ユ. 5 ｡ 6
Kidn e y
Pa n c T e a 虫
He a T七
α . I ｡ 七T a C七
Sk in
1 8. 7 2 1. 2
16 ｡ 9 ユ.0 . 5
6 . 03 7 . 2 1
ユ2 ｡ 3 9 . 6 9
3 . 6 3 1. 02
a Ep v a且u e 代is s u e- 七o - blo od pa T七itio n c o effic ie nt)
b
w a s c al c ul a t e d fT O m 七h e fo l lo win g li n ea r
r eg T eS B i o n l in e de s c ribe d i n Fig u T e 5 - 1;
C(tis s u e) = Ⅹp x C(b lo od)｡
Rela t io n betw e e n 七is s u e b in d in g o f im 且PT a nin e
●
f o r t he b r ai n a md 七h e b ユo od i m lP T 乱 min e
c o n c e n七r a七io n s sho w ed a n o nlin e a Ti 七y(s e e F igu r e
5 - 2) . T he T ef o T eタ n O nユ in e a T 七is s u e bin di n g
pa 王
､a n e七e T S W e
_
T e Sho w n in 七ab le 5 - 2 B｡
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Ta ble 5 - 2B
紺0鮒L r N 東風況 T ⅡS S U 冠 B X 紺D Ⅱ封G P Å蕊Å田選T 玉盈S F O 況
r 開E P 盈Å粥Ⅱ鮒玄 Å紺D D E S E P 監Å把E 肘苫
Tis s u e Co mpo u nd C A ‡【d
(n m oユ/ml)
L iv e r im LPT a min e 61 ｡ 8
亀 o o o 5 9 2a
de sipr a min e l O lo 8
a 0 . O95 5a
Br ain im lpr a min e 93 500 0
b
5 400b ユ . 4 8b
a
c 允 (bi n d in g c apa cま七y〉 a nd E d (d is s o ci a tio n
o o n sta nt) fo r 七he liv e r w e r e e 畠t im aもe d fr o m 七ぬe
fo1 1o wing equ at io n by 七he n o nl in e a Tle a st s qu a r e
m et ho d
”
s im ple x
- .
;
C(t is s u e)=fBX Co u七 , s s＋C Ax fBX Co u七 , s s/(E d＋fBX Co u七 , s s)
whe T e Co ut, s s r epr e s e nts the ste ady - sもa 七e h･e pa七.ic
v e n o us c o n c e n七T a七io n ｡
b
c A
,
E d a nd A(配 1 1, 忠 c o ef fic ie nt) fo r br ain w e r e
e st im a七 ed fr o m the fol lo win g e qu atio n by the
n o nlin e a Tle a s七 s qu a r e m e七hod
- '
畠 im ple x
”
;
c(tis s u e)= fBX Cs s ＋ C A芯(fBX C弓S)
a
/= fBX Cs s)
n
＋K d]
whe r e Cs s r epT e S e n七s 七he 忌七e ady
- s七a 七e sys te mic
c o n c e ntr at io n .
1 4 5
[考察]
両薬物の分布 に関して以上 の 実験から ､ 脂溶性薬物で あるⅠmi伊amin e
とD M Iは､ pr otein -rich な組織 (筋肉な ど) より､ 鮎 dch な組織 (脂
肪組織など) に高 い 平衡定数で分布するこ と ､ また ､ PのPra n Old (Ga血
et al.,1983) やD ia z ep 弧 (R併 dgeもal.,且984) と 同様､ 肺に対 して棲め て
高 い 親和性が確認さ れ､ これ らの勝者がImipramin eおよ びD M Iの体内
分布に極めて重要な役割を持 っ て い る こ とが痢らか に され た｡ さ らに､
標的臓券で ある脳内分布に関して ､ ぬipram主m eで は血中濃度 に関して非
線形な上昇が認められた｡ この こ とか ら ､ 薬効 を推定する 上 で ､ 血中濃
度の投与量に対する非線形性に加えて ､ 標的臓器内 - の非線形な分布も
考慮すべ き要因 であ る こ とが明かとな っ た｡
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5 - 2 定常状態での速度論的モデ]』g)非定常状態生理学的
驚デル へ の拡張
本節では ､ 第4牽で確立された定常状態で の濫m*Tamin eおよ びD M I
の 速度論的モ デ ル を､ 前節で調べ た主要臓器 - の各薬物の分布に関する
知見と ､ ラ ッ トの各臓器容構及び血流量に関する情報を基に ､ 非定常状
態 での 生理学的モ デ ル に拡張した o 本研究にお い て 確立する こ とを田的
とする生理学的モ デ ル をFigur e5 - 3に示 した. Imipramin eは肝臓に小
腸から流入する血流､ すな わち門脈血中に 一 定時間 (20分)定連接入
された . Ⅰmipramin eは肝臓 にお い て 前節sche m e4 - 1 に示した代謝経
路によ っ てD M Ⅰを生成､ ある い ほ､ 環2位水酸陀反応によ っ て代謝潤
失する｡ Imipramineおよ び生成したD M Iは肝静脆血流を通り､ 大静脈
血 に合漉 し､ 心臓か ら肺を通 っ て 大動脈血中に出現する｡ サ ン プリ ング
ほ下肢動脆から採血する こ とによ っ て 大動脈血中濃度 の時間推移を測定
した｡ また､ 大動脈血 は標的臓器である脳をは じめ ､ 各主要臓器に分醍
流入する ｡ こ の 生理学的モ デル を構成して い る逮夜式は前節 (5 - 3)
お よ び (5 - 8)式を基に ､ 次の よう に表現さ れる (各式中の パ ラ メ ー
タの 意味 ほそれらの健 と とも に Table 5 - 3 に示 した) .
⑳動脈 コ ン パ ー トメ ン トに関して (i =EMIo rD M I)
･母 = 鮎鼓 払R･QfdQu･%A＋Qp･QI＋Q - .払DQsK)･ CA}･ - I(5-9,
⑳肺 コ ン パ ー トメ ン トに関して (i=I M IorD M ヱ)
CLU,.
･
･血警ま- Qv E･Cv E･i.- QLU･ 哀 話 - (5-10,
⑳}L 臓､ 牌耗､
トに関 して
牌臓､ 消化管､ 腎臓､ 筋肉､ 脂肪､ 皮膚コ ン バ ー トメ ン
(k =‡荘 ,P A,SP,GI,K I, 帆 ,A D,S K;i =I M Ⅰo rD M I)
v撒 - QA ,i･ CA,i - Qk･鼓 - I(5- 川
⑳静脈血 コ ン パ ー トメ ン トに関して (QudQLA 噛 A＋Qsp, i =I M Ior
D M I)
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噂 - QBR･
＋QM U･
＋ 租丑 ･
CBRJ . 爪 CⅢE.i
監
p,B R,&
･
Ⅶ 山
K
p,ⅢE,&
.
CM U,i , 爪 CAD,i
＋Q]w ･
Kp, 帆 ,i
I w 監
p,AD,i
＋ Qu･
＋ QsK･
CLⅠ,i
監
p,LⅠ,i
Cs監,&
･
監
p,s K,i
＋ 触 ･
十 QL U･
CRl,i
K
p,K I,i
CL U,言
K
p,L U,i
-(5- 12)
⑳標的臓器であ る脳 コ ンパ ー トメ ン トに関して 地軸ramin eで ほ非線形性
カ確認された (Figu r es - 2ま芳よ びTable5 - 2 B)
して Hil且式を仮定した｡
VBR
dCB R,IMI
dt
≡ QA･CA, 別Ⅰ - QB R･
こ こ で K
pBRJ姐
は ､
K
p,B R, 別Ⅰ
≡
CBR,iM‡
K
p,B R,iM I
fB ＋ CAB R,IM Ⅰ･fB
n
･CA,I MI
n - 1
監d
,
B R
,
別 Ⅰ'(fB･CA ,I M ‡>
の で ､ 分布 に関
- (5- 13)
また､ D M I に関してほ (5 - l l) 式と同様に式を立 て るこ とがで
きる ｡
⑳肝臓 コ ン パ - トメ ン トに関 して ほ ､ ぬipr amin eお よ びD M I とも に平
衡定数に肝静脈血中濃度に対する非線形性 が確認されたの で (訊gure
5 - 2) ､ 前節 (5 - 7) およ び (5 - 8) 式から肝組織 - の結合
型薬物濃度 に肝静脈血中造離型薬物濃度 (fB･ C 叫 LI,I M Ⅰ O r
PB
･Co ut,LI,D M I) に基づく Langm uir式を f 即)あ る い ほ 印pM I)
とすると､
d卑M)
dC..1t,”, 別Ⅰ
こ こ で
FB I
a Co.lt,”,汎 陀
dCout,u . 別‡
dCo ut,LI,IMI
dt
＋QpA･
は ､
≡ Ⅰ＋ CÅRIQL A＋QGI･
CpA
監p,G‡P A
= Vu,w ater＋Vu ,dss u e･
& Qsp･ CspKp,s p
- Go ut,”,IM I･Qu - R(m 儲)I I I(5-14)
C AW
, M
(KdLI, 別 I'fB･C. utru . 別Ⅰ車
で表され る o また ､ ⅠはⅠmipr amin eの 門脈内 へ の 投与速度で あり､ 一 定
投与時間 (本研究で は 2 0分)以後､ Ⅰ - o であ る ｡ また ､ A(別Ⅰ)は
Ⅰmipramin eの 代謝消失速度を表して おり第4章の (4 - 8) 式から､
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R(IMⅠ)≡ fB･C噌Ⅰ･c 叫 L Ⅰ,I MI≡
Vm axl･fB･ Gout,” ,ⅠM Ⅰ
Kml(且＋
＋
鞄野)
＋fB･ Co 叫 LI,ⅠM I
Vm a x･2
･fB･C 叫 LI,EM Ⅰ
で ある ｡ (5 - 1 5) 式中の パ ラ メ ー タ は
で あ る . ま た ､ D M ‡ は､ 同様に ､
dq.DR儲)
dC. ut,LI,DM Ⅰ
こ こ で
f鼓･
- (5-且5)
馳 ♯f取･Co 帆 乱,I,Ⅰ朋Ⅰ
(4 - 8) 式の それ と 同じ
dC叫 LE,D MI Vm ax2･fB
･Co位t,LuM Ⅰ
･ .. . ･ ･ ･ . . . . ･. ･ ･, ･■ .･ ･. ･. I - ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ - -- = :. I -
叫工漁瓜)
血 監m2＋fB･Cout,”,ⅠM I
d C.ut,” ,DMI
a a. ut,M,DM I
は ､ Emipr amineと同様､
≡ VLI,w ater＋V”,tis su e
- A(D MI.トCo ut,”.D M i･Q”(5-16)
CÅu,D 柑
(Kd此 D M 鴫 C 叫 L‡,D M ‡車
と書ける｡ (5 - 1 6) 式中 RPM ヱ)は ､ D M ‡の 代謝消失速度を意味
して おり､ 第4革 (4 - 9) 式から､
a(m 朋)- V2 - fも･ CLPnTⅠ･co ut, 岨 DM I-
で ある o 以上 の (5 -.1 6)
ラメ 一 夕 は第4章の (4 -9)
Vm ax3･f&
･Co叫 LもD MI
監 m3(1＋
＋
監Ⅰ(丑)
＋fも･Co 叫 u ,D M I
Vm a x4･fh･Co 叫 u ,DM Ⅰ (5-17)
監m4 ＋fh･Co 叫 u ,D MI
およ び(5 - 1 7)式中代謝に関する各パ
式と同 じである｡ 五血転rafri捉お よび D M I､
それぞれ 1 3個､ 計2 6個 の コ ン パ ー トメ ン トに関して ､ 2 6の 連立微
分方程式を構築したo 各血中及び組織中h ifE.m nheお よ びD M I濃度は ､
こ の連立微分方程式を数値的に積分する こと によ っ て計算された. 数値
積分 は非線形性徴分方程式の数億解法に安定で ある A da m s- M o ulton 法
の予測子 一 修正子法を FOR W で 記述し､ 東京大学大型計算機セ ン
タ ー (H IT A C H ヱM-680) に プロ グラ ム し.7=もの を使用したo 各微分方
程式を構成して い る各速度論的パ ラメ ー タ をTable5 - 3 にまとめ て示
した ｡
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[計算結果 ･ 考察]
数値積分に よ っ て得られ た各薬物の 血中及び主要臓器 (脳､ 筋肉､ 脂
肪 ､ 心臓､ 牌膿､ 牌臓 ､ 消イヒ管､ 肝臓､ 肺､ 腎臓) 中濃度の時間推移を
Figu r e5
- 4 に示 したo 国中実線は肝ミ ク ロ ソ - ム およ び遊粧肝細胞
で認められ た ぬipmmin eおよ びD M Iの 2位永酸化反応間の平行代謝経
路間相互作用をモ デ ル 式(5 - 1 5) お よび (5 - 1 7) 式 に考慮した
とき の ､ また ､ 図中破線 ほ考慮しなか っ た時ゐ計算値を示 した｡ 『igl∬e
5 - 4か ら明らかな ように肝臓 に おける代謝経路間の相互作周は D MI
の 予測値 に柑し顕著 に上昇させ る効果があり､ より実測噂に近付けたの
に対し､ hniprarnineの 予測値に は ほ とん ど影響を与えなか っ た . 以上 の
こ とから肝減 における平行代謝経路間相互作用 の知見を生理学的モ デル
に組み込む こ と はⅠm享pr ami捉 の単回投与後の 血中及び組織中濃庶 - 時間
推移の予測に はほとん ど影響を与えなか っ たの に射 し､ D M Iの 血中､
およ び､ 特に標野臓器 である脳内濃度 一 時間推移の予測に大きく影響を
与える こ と､ すなわ ち､ こ の平行代謝経路開梱互作用を考慮して い ない
生理学的モ デ ルによ る予測 でほ薬効
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する こ とが明かとな っ た ｡
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LiO 8 0
5 - 3 非定常状態生理学的モ デ ル を 軌 ､た邑m 柳a mim eおよぴD M 篭
のk= 卜での体内動態の予測 (ア ニ マ ル ス ケ - ル ア ッ プ)
本章の はじめ にすで に言及した ように､ 本研究の最終日的は､ 動物レ
ベ ルで確立した薬物速度静的モ デ ルからヒ トで の体内動態を予測する こ
と で あり､ 様々 な臨床ケ ー ス にお い て 適切な投与指針を確立する上 で ､
有用なモ デ ル を確立する こ とで ある｡ したが っ て ､ モ デ ル を構成する令
速度論的パラ メ ー タが ､ 生理学 † 生化学 ｡ 解剖学と い っ た具体的な意味
を持 っ て い る ほど､ これらの パラ メ ー タの 変動と体内動態の関連を解析 ･
予測する こと が可能となる ｡ 前章で確立 した動物レ ベ ル で の 生理学的モ
デ ル は ､ 動物 レ ベ ル で の具体的に意味の ある パ ラメ ー タ によ っ て構築さ
れ て い る ｡ した がっ て ､ こ れら動物(ラ ッ ト) で の パ ラメ - 夕を ヒ トで
の 優に変換(ス ケ ー ル ア ッ プ) すれば､ その ままヒ トでの 体内動態を予
測で きる モ デ ル に拡張する ことが でき る と考えられ る . 実際､ β - ラク
タ ム抗生物質 (sa w ada 8taL,1984) ､ Cephazorin e(Ts ujietai. ,1985) ､
Quinidin e(班a r ashim a et. al.,1986) およ びp he nytoin な どの 薬物 (saw ada
etal.,且985) で は､ ラ ッ トある い はラ ビ ッ トで確立 された生理学的モ デ
ル をヒ トの体内動態を予測できる モ デ ル に拡張し､ そのス ケ - ル ア ツ プ
の 手法の安当性 が確認された｡ そ こで本革で は ､ 前車にお い てラ ッ トで
確立されたⅠmipramineおよび D M Iの 生理学的モ デ ル からヒ トの体内動
態を予測 で きる モ デ ル に拡張 し､ Imipr amin eが単回投与され た場合の
hni伊a mineあよ びD M Iの 血中濃度 一 時間曲線を予測し､ 実測された時
間曲線と比較するこ と によ っ て ､ ヒト で の体内動態を予測するた め に紘
張 され た生理学的モ デ ル の 安当性を確認する こ とを目的と した ｡
[計算結果 ･ 考察]
動物 レ ベ ル で の生理学的モ デル をヒ トに拡張する場合､ 必要とされて
い る パ ラ メ ー タ の 変換 (ス ケ - ル ア ツ プ) は､
①分布臓器の解剖学的重量および支配して い る血流量 の ヒ トの値 へ の餐
換
③血中非結合率の差 に基づく平衡定数の変換
③肝臓における代謝活性の ヒ トで の備 へ の 変換
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で ある ｡ ①は ､ 多く の 文献によ っ て標準体重 (7 0.k 鑑) の男性 に つ い
て 報告されて い る｡ 一 方､ ②に関 して は ､ 組織分布がその細胞間質液に
限定されて い る いく つ かの抗生物質に関して は ､ その 容横の差を考慮し
なければならな い こ とが報告されて い る が (Ts u3
'
i朗 al.,且983,且985) ､
hni伊amin eを初め多くの脂溶性薬物 に関して ほ そ の分布 が組織中の脂肪
へ の非特異的な結合が平衡定数の 主な決定要因 であ る ため ､ 血中 にお汁
る費自結合の種差だけを考慮すれ ば良い こと が報告されて い る (Sa w威a
eもal.,且985) o また ､ ③に関して は､ 薬物代謝酵素P - 4 5 0分子種 に
種差が存在し､ また ､ 代謝静牲が大型動物ほ ど低くな っ て い る こ と が知
られて い るこ とから ､ 実際のス ケ ー ル ア ッ プに は ヒ トでの 生体試料を用
い たinvitTO代謝実験が不可欠である と考えられ る . Table5 - 4 に ほ､
ラ ッ トと ヒトの 主要臓器の重量お よ び血液量 の文献儀を対比 して掲載し
た｡ また､ Table 5 - 5 に はラッ トの 実験で得られた 馳ipr amin eお よ び
D M Iの 主要勝算 へ の 平衡定数 (5 - 1 のTable5 - 2参照) と ヒ トお
よ びラ ッ トで の 血中非結合率で補正した ヒ トに おける平衡定数の推定値
を示したo さら に､ Table 5 - 6 にほ報告さ れ たhnipr a min eお よ びD M
I の ヒ ト肝臓ミ ク ロ ソ - ム で のin vi地 代謝実験か ら得られ た各代謝経
路の代謝パ ラメ - 夕 をラ ッ トで の値 (5 - 2 の Table5 - 3参照) と対
比して掲載したo こ れらの値を前節で構築した連立徽伊方程式に代入し ､
ヒ トに 5 0m g のヱm睡rami斑 が 6 0分間 にわ た り静脈内に定速注入さ れ
た時の 血祭中 (静脆内) 濃度 一 時間曲線およ び脳内触ipr am払e ｡ D M I
濃度 一 時間曲線を予測した (Figtlre 5 - 5) o 血祭中濃度 に関して は
報告されてい る3人の患者(MZ ,I.盟,G.蕊 .) での結果(Nagy &J 血ss m,
1975) を併せて示した｡ こ の 図からも明らかなよう に ､ 予測され た ぬi-
pr amin e,の 血祭中濃慶 一 時間推移 ほ､ 3患者で実測された値を極 め て 良
く予測する こ とがで きた｡ また ､ D M Iの血祭中濃慶 一 時間推移は ､ 実
測さ れた患者M ｡ Z . で の催よ り低く予測された が､ 他 の 2患者 (Ⅰ且
お よ びG･K) で ほ ､ D M I濃度が定量限界以下 (2ng/ml) で あ っ た と
い う報文中の コ メ ン トから､ 平均的な レ ベ ル が予測さ れて い ると考えら
れ るo したが っ て､ 平行代謝経路間相互作屑を考慮して確立 され た動物
レ ベ ル で の生理学的モ デ ル は､ その構成して い るパ ラ メ ー タ をヒ トの備
に変換する こ とによ っ て ､ ヒトの体内動態 に拡張するこ とが可能であり､
また ､ 臨味的に用 い られた時のⅠm申ra mineお よ びD M Iの血祭中濃度 の
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PR ED)C TE D(U N ES)[MIP R AMIN EAN DD ESiPRA M INEC ONCEN T R A T書O N Si N
VEN O US PLASMA A ND BR AIN
,
AN DOBSERVE D V ENO US PLAS M A C ONCEN-
TRATIONS(SYMBO LS)1NM AN.
Obs e Ⅳed data fo r ve n o u splas m a conc entr朗ions of imipramin e(clos edsymbo[s)
a nd de sipra min e(ope n symbo一s)of thre eseparate adu托patie nts afte r1.0-hrintrave-
n o u sinfu sio n of50mgimipra min e w e rshow n(datatakenfro mtheliterature;Nagya
Joha n ss o n,1 975)･ Body weight wa spre s u m edモo be70kg. De sipra min e c o n c e n-
tratk)nsinp[s m a oず LE. a nd G.K. we re n otdete cted.
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時間推移 と予測値と の 比較からその安当性が確認さ れ た ｡ また ､ 脳内濃
度の予測か ら､ hTliFamineが静艦内に定速注入された時の薬効を示す本
体は ､ 血祭中濃度だけから推定する と､ 主 にⅠ孤 癖a min eであ ると考えら
れ る が ､ 予測さ れた脳 軸 mipr amin 6(Figu res - 4 ; - ･ - ) お よ びD
M I膿度 (- ｡ ･ -) は､ 投与開始後3時間以降ほ ぼ等しくな っ て い る
こ とから､ 活性代謝物D M Iの体内挙動も薬効を予測する上で は無視で
きな い こ とが推察された｡ こ れは ､ ヒ トで の脳 へ の分配係数が､ D M I
で は ､ 約2 0で ある の に射 し､ ‡mipTamine で は4 から i2程度で あり
(Tables-5) ､ D M 互の 方が ､ 姐ipT a min e に比 べ 約2 から5倍程度脳
に分布しやすい ため で ある推測さ れた｡
実際､ ヒ トにおけて ぬipr a min eを服潤 したとき の 抗精神作周を予測す
る と き ､ 血中で の‡mわrami艦 およ び D M I膿度 と薬理効果の間に は明確
な相関関係が存在しな い こ と (Gra m eも al.,且976) ､ さらに ､ 副作用と
の 間にも相関性が無 い こ と (why随 eも al. ,1976) が報告されて い る ｡
こ れ は血中の D MI濃度がimipm min e濃度よりもかなり低い か､ ある い
ほ ､ 検出されなくても ､ 実際に ほ脳内に D M I が高 い濃度で分布してVl
る こ とが原因の 一 つ で ある と考察されたo
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5 - 4 小 結
本草で確立さ れた生 理学的モ デ ル の 構築に採周され た手原を以下 にま
とめた｡
塾 幽 ニ之
①主要分布臓器お よ び標的臓器 へ の 平衡定数せ調 べ る ｡
②消失経路およ びそ の消失ク リ アラ ン ス を調べ る ｡
③血中非結合率を調べ る ｡
＋
実験動物固有パ ラメ ー タ
①各分布臓器を支配して い る血流量 に関する情報 の収集｡
②各分布勝券の解剖学的重量 に関する情報の収集｡
↓
○各分布臓器に関して速度論式 (Mass温al弧 C e式) を構築する｡
↓
○数値計算法 (数値膚分) によ っ て ､ 実験動物 で の各分布臓器､ 血 中濃
度の時間経過に対する推移を予測する｡
実測デ - 夕と此戟して ､ その モ デ ル の妥当性を確認
↓†
○実験動物固有パラ メ ー タ をヒ トでの パラ メ - 夕 にスケ - ルア ツ プして ､
ヒ トに 劉ナる体内動態を予測する ｡
以上 の 手順によ っ て 地 軸a m由e単回投与後 の瓦mi伊a mheお よび代謝物D
M Iの 体内動態を予測する生理学的モ デ ルが ､ 動物 レ ベ ル で の 酵素学的
薬物代謝実験より得られたI mipm min eおよび D M Iの 肝臓にお吋る代謝
上 の特徴 (平街代謝経路間相互作用) をモ デ ル に組み込む こ とに より､
消失に関する速度過程 が記述され ､ さらに､ 本章5 - 2 で調べ られ た主
要臓器 へ の分布の特徴 (非線形な肝臓及び脳 - の分布) を考慮する こと
によ っ て構築され､ 実測さ れた血中およ び主要臓器内濃度 一 時間推移と
比撃する こ と に よ っ て その安当性が確認された｡ また ､ 骨法 にした が っ
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た ア ニ マ ル ス ケ ー ル ア ッ プの手法を採周する こ とに よ っ て ､ ヒトで の体
内動態を予測 で きる生理学的モ デ ル に拡張され ､ ヒ ト被験者に投与さ れ
た時の 血祭申渡度 - 時間推移と比較する こと に よ っ て その安当性が確認
された｡
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総 括
魯m 柳a m盲m @とをの主要代謝物g)高速液体ク m マ トゲラ フ イ - によ
る同時微塵定魔法の検討 (第巧章)
アル カリ条件下酢酸 エ チ ル で の サ ン プル 抽出と ､ ア ン モ ニ ア を
添加した アセ ト ニ い))レ - メ タ ノ - ル移動相を周 い た順相カ ラ ム で
の H P LC法によ り､ 耳mipramin eおよ び代謝物の迅速か つ 高精度の
微量同時定量法が確立され ､ 以後の 研究 に適周した｡
M すmipra mim e代謝に 関与する P - 4 5 0分子穫の解明 (第2章)
a) 払ipramin e脱メ チ ル北反応に つ い て
hnipr amin eの脱メ チ ル化反応 は ､ 雄ラ ッ トで の 主要な P - 4 5
o分子種であ畠p - 4 50 m lによ っ て 主 に触媒されて い る ｡ こ の
P - 4 5 0分子種の量的な差異およ び変動 が ､ こ の 代謝活性 の若齢
時の性差および雄ラ ッ トでの 加齢 に伴う低下 の 原因 で あ るこ と が明
らかとな っ た ｡
b) 払ipra mine2位永酸化反応に つ い て
互mip即 nin eお よびDMI の環2位水酸化反応は ､ 脱メ チ ル化 と ほ
独立した P - 4 5 0分子種が関与して お り､ その P - 4 5 0分子種
l
ほ ､ 間接的な推測で はある が ､ ラ ッ トお よび ヒ トで代謝静性の遺伝
的多様性発現に関与してい るP - 4 50分子種 (ラ ッ トで は uT_
H) である と考察された ｡ また ､ 両 2一位水酸化経路に共通 したP -
4 5 0分子種の関与が示唆され､ この こ とに よ っ て両代謝経路間で
代謝阻害の関係 が期待された｡
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c) 平街代謝経路開梱亙作周 に つ い て
‡mipra min eの 平行関係にある代謝経路閤に 釦 ､て ､ それぞれの 基
質が柑となる代謝反応 の敵性を髄食的に阻落した｡ こ の 相互阻害関
係を平行代謝経路開梱亙伶周 (pTa且且elpa曲w ay i地 T a C血 m) と名付
けた. w ぬolebody で の 馳ipr a min eの体内動態 における肝臓で の 代謝
で は ､ 掛 こ 馳ipr a min eとD M Iの 2位水酸化反応間の禰宜件周が両
者の体内動態に影響を尊えて い る可能性が示唆された ｡ また ､ この
関係ほⅠmipr a min eと同様の代謝経路を持 つ LL豆do c ain eや Dia z epa m で
も確認され てい る こ とより､ こ の よう恕平行関係にある代謝経路を
持 つ 薬物 で ほ 一 般的な関係で ある と考えられた ｡
ラ ッ ト肝ミク m ソ - ム と遊離肝細飽に お ける昏m V盲細 代謝パ ラ メ -
タの 比較 (第3章)
コ ン トロ ー ル放ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で得 られたhipr amine代
謝kinetic sの特徴 ､ すなわち ､ hnipramineの 脱メ チ ル化反応ほ 1o w-
afFl nity-high-c apa cityであり､ 環2位永酸化反応ほhigh-affinity-1ow -
c野adcyである こ と が､ 定量的に遊離肝細胞実験系でも再現された｡
また ､ コ ン トロ - ル雄ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム で 認められたImip詑 皿 -
ine)お よ びD M I 2位水厳化反応間の平行代謝経路開梱互件周ほ遊
離肝細胞実験系 で も再現され た ｡ 一 方､ Ⅰ血pT amineの 2位水酸化代
謝物で あ る 20 H - Ⅰ M I は ､ ほ とん ど 抱合を受けてしまうた
め ､ 脱メ チ ル化反応間の平行代謝経路間相互作用は無視でき ると推
測さ れた ｡
W 非線形体内動態を示す官miprami円e と活性代謝物D M Eの速度論的
モ デ ル(第4章)
a) 速度静的モ デ ル の 構築
コ ン トロ ー ル 堆ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ - ム で の代謝 kin etics お よ び
平行代謝経路間相互作用を基 に構築され た定常状態で の 薬物速度論
1 67
的モ デ ル に よ っ て ､ 馳ipra血 n eを門脈内に定連注入 した とき の 定常
状態払ipramin 8およ びDM I血中濃度 とImipramin e投与速度の非線形
な関係を予測で き た｡ こ の こ と は肝ミ ク ロ ソ - ム で の代謝実験によ
る知見がhviv oに おける体内動態に定量的に反映 され て い る こ と ､
およびモ デ ル構築の仮定が妥当で あ る こ と を意味して お り､ in vitm
実験で の P - 4 5 0分子種およ び酵素学的研究結果が Whole Body
での体内動態を予測する上でき わ めて重要ヤあ るこ とが明か とな っ
た ｡
b) モ デル の安当性 の検討 (Quinidin e併用実験)
コ ン トロ - ル の 条件で確立 さ れた モ デ ル の安当性を改め て確認
する ため ､ 払ipr amin eおよ びD M Iの 両 2位水酸化代謝活性に射 し
特異的な阻害剤 (Quinidin e) をh ipT amin eと併用 し､ 定常状態Imi-
pramin eおよ びD M I血中濃度の変動をin vi触り 代謝パ ラ メ ー タ に基
づく上述の モ デ ル によ っ て予測した｡ そ の結果､ 予測値と実測値の
良い ⊥ 致が認められ ､ 速度論的モ デ ル の賓当性を支持する結果となっ
た ｡
V 非定常状態に お ける 加ipra min eとD M 葛の生理学的宅 デ ル の 構築
(第5童)
定常状態で確立された触ipramin eおよ びD M Iの 血中濃度と h i-
pr amin e投与速度 の関係を予測でき る薬物速度論的モ デ)i,は ､ 南井
物の主要臓器 へ の分布に関する情報を待て ､ ‡mipramin eが門腺内に
単回投与されたとき の 血中及び標的臓器 である脳 内 m軸ramin eお よ
びD M I濃度の時間推移を予測できる生理学的モ デ ル に拡張され､
ま た､ その 安当性が確認された｡ さらに ､ 本研究で の 最終日的であ
る ヒ トで の 体内動態を予測で きる モ デ ル の確立 には ､ ラ ッ ト を用い
た肝ミ ク ロ ソ - ム での代謝実験に よる知見 (平行代謝経路間相互作
局) と ヒ トでの 生理学的およ び解剖学的情報からの ス ケ ー ル ア ッ プ
に よ っ て可能 で ある こ とが明かとな っ た ｡
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本研究で探周され た研究手順 は ､ ある薬物が開発された と きの 薬剤翠
的研究指針を与える も ので あるo 一 般 に､ 薬物連投論は､ 薬物の体内動
態を単に記述する数式 の構築に偏重して い るが ､ 本研究で は ､ 速度静的
モ デ ル の 構築過聴にお い て常に酵素学的基盤に激｢郎ナられた知見を参照
し､ それがin vivo 体内動態にお い て どの ように反映 して い る かを明か
と した . こ の モ デ ル に よる耳mipm min eとD M I体内動態の同時予測は ､
肝臓 で の im vitro 代謝実験より確認された投与薬物とそ の - 次代謝物
(D M Ⅰ) の消失代謝経路間に相互阻害関係がある (平行代謝経路開梱
互作周) ことを明かと したこ と に よ っ て は じめて可能 とな っ たo ま た､
対象薬物が薬効上重要な代謝物を生成する場合の モ デ ル ケ ー ス と して ､
投与薬物とその代謝物の体内動態を同時に予測できる モ デ ル が確立され
た こ と ほ ､ 現在報告さ れて い る速度静的モ デ ル に他に例を見ず､ 重要な
指針を与える も の で ある｡
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実 験潜 法
[ H 実験動物
Q呈 出 睦塵
w istaT系6 - 7週齢雌雄ラ ッ ト (20 0 - 2 3 5 宮) を便周 した｡
嘘 遜塞墜
sp F(Spe ci鮎 Pa也 呼 nFre e)条件下 で ､ 東京都老人総合研究所 で飼育
された Fische T3舶 系雌雄ラ ッ ト (3 ケ月齢 - 3 0 ケ月齢) の肝臓
を使周した｡
馳 遜
w ista r系7週齢雌雄ラ ッ ト (2 3 0- 2 4 5g) に 80mg収g/day で
フ ェ ノ バ ル ピ夕 ∵ ル生理食塩永溶液を腹腔内に 5日間連続投与後､
6 日巨=こ実験 に使周した｡
④ス ダ ン Ⅲ前処理 ラ ッ ト肝ミク ロ ソ - ム代謝実験
wistTar系8週齢雄ラ ッ ト (2 逢0 - 2 5 5宮) に 40mg推g/day で ス
ダン Ⅲ コ ー ン オイ ル溶液を腹腔内に 5 日間連続投与後､
鹸に使用した｡
唖 塵
w ista r糸6 - 7過齢雄ラ ッ トを使用した.
⑥肝潅流実験
6日日に実
Wistar系9過齢雄ラ ッ ト (2 95 - 3 lo g) を使用した .
唖 塵盈
Wistar系 7 - 8週齢雄ラ ッ ト (2 3 5- 2 5 5g) を使用 した｡
以上の W istar系ラ ッ トは全 て㈱高教実験動物より購入し､ ㈱ オリ エ
ンタ ル酵母の飼育試料 (C E - 2) で最低1週間飼育後実験に供した｡
[2] 試葵
包ま主エ 地 盤
本研究で使用したイ ミ プラ ミ ンと DM Iは ､ S垣m a 皿e mk'al 払 m 芦皿y
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(Sも.L 血is)よ り購入 した塩酸塩をその まま使周 した｡ 両薬物の 2位水
敵地体である2位永酸化イ ミプラ ミ ン ほ㈱藤沢薬品工業より､ また､
2位水酸化ヂ シ プラ ミ ン の塩酸塩は㈱ チ パ ガイ ギ - よ り挽俵 を受け
た｡
②生化学的試薬
G且u c o s e-6-pho sp払ate(a-6- P)､ a-6-P dehy赦喝8皿aS e､ N ÅD P馴ま㈱ か)
エ ン 夕 ル酵母 よ り､ Co㍊age m as eは Bo ehrimg8r eOmPa ny(朋a n地 eim)よ
り ､ β -giu c u r o mi血s e(もypeH 一息)はSigm aC鮎8m豆c alCompa ny(Sも.i.ouis)
よ り購入した｡
馳 迫盛藍
主 に㈱和光純薬より ､ 分析ある い は特級試薬を購入したo
[3] 高速液体クm マ トゲラフ イ - を潤 い たイ ミプラミン とぞの代
謝物の微塵同時定魔法
Q 艶塾法
イ ミプラ ミ ン およ びその代謝物の高回収率､ 高再現性のある抽出法
ほ第1車1節で検討した｡ 基本的に ほ全て の 生体試料の抽出に採用
した. 以下 に その ス キ ー ム を示すo
生体試料
＋ 1 . O M(p斑10.0)Carbo n a紐 迅uf eT
(試斜ア ル カリ性を鮭持でき る畳 :o.5 - 1.Oml)
↓＋ 内部標準物質; ノ ル トリ プチリ ン
(試料中薬物濃度と の対応から 250- 500ng)
↓＋ 酢酸 エ チ ル
(Mixing に よ っ て 乳化しな い 適量 : 5- 7 ml)
Mixing withvo rtex miⅩer(30se e- 60s e e)
↓
遠心分離 2000 Ⅹg, 10 min
↓
酢酸 エ チ ル層
J
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減圧留去 (也 o℃)
↓ ＋ メ タ ノ ー ル ;100jl l
適者彼処理後 mixing
与
高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー
敏弘臼遥塵豊
使用機器 ポ ン プ 日本分光 T 剛 NCL E型高速液体タ ロ マ ト
検出器
記録計
試料導入
グラ フ イ 一
日本分光 u v Ⅱ泥C Ⅱ型紫外分光光度計
検出器
島津卓上型自動平衡記録計
レ オ ダイ ン社製サ ン プル イ ン ジ ェ ク タ -
恒温層 M -3 型サ - モ ボ ッ ク ス (サ ー モ ニ ク ス
社製)
分離カラ ム SI-6 0(5FL m) プ レパ ッ ク ドカ ラ ム (メ ル タ社製
HiberR T-250ヰ 25c m 蕊4.6 m mi.a.)
移動相 ア セ ト ニ トリ ル : メ タ ノ ー ル (3･: 1 , Ⅴ/v) ＋28%
ア ン モ ニ ア永 (2 . 5 %, Ⅴ/v)
流速 2 . 0 mymin
カラ ム温度 4 0 - 5 0 ℃
測定波長 2 5 4 n m
包ま主三三土 地 腰崖量重畳
本論第4草第5節で の ､ 盤捗試料申キ ニ ジ ン濃度は､ 移動相の組成を
次の よう に変更し､ イ ミ プラ ミ ン およ びその 代謝物と同 一 条件で の 同時
定量が可能であらた｡
移動相 ア セ トニ トリ ル : メ タ ノ ー ル (5 : 1 , v/v) ＋28 %
ア ン モ ニ ア水 (2 . 0 %, v/v)
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[轟] ラ ッ ト肝ミク ロ ソ ー ムを涌 い たim v耐o 代謝実験お よぴ
P 一 塊 5 0精敏標晶を開 い た再構成実験
①ラ ッ ト肝ミ ク ロ ソ - ム 調製法
ラ ッ トを断頭後､ 速や か に肝臓を嫡出し､ di 胞r e n由ai c e 皿ぬ gacaio m
法 (omu Ta&Sa恥19糾) によ り肝ミ ク ロ ソ - ム を調製した｡ 得られ
た ミ ク ロ ソ - ム ペ レ ッ トは ､ 0.且5 M/pH 7.4 T ds駿衝液 に懸濁し､ ポリ
エ チ レ ン製バ イ ヤ ル に約且m且ずつ 分敬した後 に液体窒素を周 い て 蘇
同線結した｡ こ の ミ ク ロ ソ - ム懸濁液は - 7 0℃ で保存し､ 必要に
応 じて 解凍して実験に使摺した ｡ ミク ロ ソ - ム 蛋白濃度の測定ほ ､
Lo w ry らの 方法 (1951) に従 っ て行な っ た o
噛 望塵豊墜塵旦畳主題盈垂塵と
イ ミ プラ ミ ン ある い は ､ そ の代謝物凝よ びそれらを組み合わせ た基
質溶液､ N Å抄P 冠博 n er a血 卵y舵 m を含む反応溶液 (下表参照) を､
好気的免停下､ 3 7℃で5分間イ ン卑 エ ペ - シ ョ ン した ｡ こ の反応
液中 に2 0j& m O且NADP 班を加える こと に よ っ て反応を開始したo
さらに30秒間のイ ンキ エ ペ - シ ョ ンを行な っ た後に､ 水冷 した1.0岬
p雄 10｡OCarbo 弧ate親衛液を加え､ 直ちに淑冷する事によ っ て 反応を
停止した｡ 反応液中の代謝物の濃度は上述の H ･P iC定筆法に基づ
き測定した. 生成 した各代謝物の畳をイ ン キ エ ペ - シ ョ ン時間 (3
0砂) で険して ､ その 代謝物 の生成速度と した｡
･
且.O m且反応液中の親戚
loom M
100‡.U.
100m M
5 mg/ml
Substr ate
Glu s o c eT6-pho sphate(a-6-P)
a-6-P deぬydr oge n as e
MgCl2
h %cr o s o m e s
0.15Ryp斑 7.4 Tds一斑C且buffe r
0.1 ml
0.02 m且
0.1 ml
0.2 ml
0.25 ml
0.33 ml
鮎 遵畳表遜
以下 の組成から再構成系を作成し､ 上記の 反応条件によ っ て活性を刺
定したo p-45 0(0.且n品oym且),fp2(0･4U/m!),DL PC(5ug/ml), s odiu m cho
la!e(0｡1 mg/ml),G 6P(20m M),G 6P D fl(1･5U/ml), MgCl2(3m M),S由bstr ate･
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[5] ラ ッ ト遊離肝細胞を潤 い た盲門 V鮒o 代謝実験
屯芝≧ 過 渡
ラ ツ T遊離肝細胞は 鯛oide u sおよ びsegle nらに よ っ て確立 さ れた方
法 に従 っ た (馳且血Ⅶs et a且.,且978;Seg且e n飢 al.;且976) . ラ ッ トは ､ 5 0
mg侭g ベ ン トパ ル ビタ
- ル麻酔後､ 開腹 した｡ 門脈 より潅流液流入
用カ ニ ュ - レ (1 6G留置針ポリ エ チ レ ン チ エ ∴ プ) を挿入固定後､
胸腔を開き左心房よ り潅流液洗出周 カ ニ ュ - レ (1 4G留置針 ポ リ
エ チ レ ン チ ュ ー ブ) を肝静脆方向 へ 挿入 した｡ 下帝大静脈を右腎静
放と大静脈結合上部で結索した｡ 結索後､ 肝臓 を取り はずし､ 潅流
液だめ上部に固定し､ B市田胞調製周潅流液を門脈から肝静聴方向 -
遠沈したo 海流液Å (組成ほ下表に示した) を約1 0分間 o n c e一
血 o ughで海流 した後､ c o弧age n as eを含む潅流液 Bを肝臓 の状態を観
察しな がら且 0 - 1 5分間リサイク ル潅流した ｡ こ の 間､ 潅流液 の
漁連ほ2 5- 3 0mUmiriを維持 した｡ 潅沈液 によ る消化が完了した
後､ 肝施をp斑 7.4 albu min-fre eHa nk
-
s 液中で未消化 の組織か ら細胞
を分散させ たQ 細胞懸濁液は ガ ー ゼで ろ過した後､ 50Ⅹ g,3 min の
遠心に より上清を捨 て るこ と によ っ て ､ 沈静した｡ こ の 操作を3 回
線り返した｡ 沈静後の細胞は 0.4% 取ipa nbiu e･漁色 によ っ て viability
を調べ ､ 9 0%以上 の Viabi且ity を示 した調製サ ン プ ル の み実験 に
使用した｡
遊離肝細胞調製周潅洗液
A
NaCl 137 m M
KC1 5.4 m M
NaH
2
POみ2 H
2
0
Na
2
H PO4-12 H
2
0
H E P ES
EG甘A
NaHC O
,
G luc o s e
0.5 m M
0.42 m M
10 m M
0.5 m M
4.2 m M
5.0 m M
adjustedtopH 7.2 by NaO‡i
B
NaCl
監CI
CaCち
N蝿 m.-2H20
Na
2
ⅢPO
.
-12H
2
0
耶 S
NaHC O
3
Conage n as e
1.74
137 rnM
5.4 血M
5.0 血M
O.5 血M
O.4 2rnM
IO 血M
4.2 mM
O.5 mg伽1
adjustedto pH 7.5
遊離肝細胞洗浄周 誤ank-s 親衛液
NaC且
監C且
CaC且
2
M題C且2
-6H
2
0
MgSO.
-7 H
2
0
137 m M NaH
2
P O4- 卿
5｡4 m M Na
2
肝 0
4
-12濫
2
0
且｡27 m M N8戯C O
3
且.0 0 m M 題且u c o s e
0.83 m M
0｡5 m M
0.櫓2 m M
胤望 mM
5.0 m M
adjustedtop斑 7.2 byNaO訊
亀区塾生監 戯
肝ミ ク ロ ソ - ム で の 反応条件と同様 ( [4] - ②) ､ 5分間の プ レ
イ ン 卑 エ ペ - シ ョ ン の 後､ 3 7℃に保温した基質溶液を添加する こ
とに よ っ て反応を開始した｡ 3 0秒間の反応後､ 約9 0℃ の熱湯(且.0
mi) を加えた後直ち に試験管を加熱する事 によ っ て反応を停止した｡
生成 した各代謝物ほ後述した酵素 (p瑠且uG 弧和 n亙das e) に よる 2位水
酸化抱合体 の加水分解後､ 前述の H ‡) L Cに よ る定量法に よ っ て 測
定した ｡
Q連 由 班避望遊金塵望墜鮎盟睦豊墜
予試験から瓦m融Ta mheお よ びD M Iの グ)i,タ ロ ン 醸抱合体の加水分解
の条件を確立した｡ 遊離塑の 2位水酸化体ほ加水分解中に酸化分解
を受けるため抗酸化剤として アス コ ルビ ン駿の添加が必要であっ た0
加熱 によ っ て反応を停止した反応液 に ､ 200u niもβ -G且u c u r o nidas e/
98u nitSulfatas eお よ び 抗酸化剤として3%(v/v)アス コ ル ピ ン敢を含
む 1.ORypH5.Oa c eEate親衛液を1.O ml添加し､ 2 5℃ 1 6時間イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン する こ と に よ っ て抱合体を加水分解した ｡
[6] 定常状態での盲n vivo 投与実験
Q塾塾豊墜法
ラ ッ トは エ ー テ ル麻酔下 にお い て手術を行な っ た.｡ 血液の 採取の た
め 30‡.U. の ヘ パ リ ン を含む生理食塩永 で満た され たポリ エ チ レ ン
カ ニ ユ ー レ (P E-幻) を下肢動脈 に挿入した｡ 門脆内定速注入には 同
じく ヘ パ リ ン ー 生 理食監水溶液を含むポリ エ チ レ ン カ ニ ュ - レ (托 -
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且0) を門舵 (回腸 一 首腸静腺) に挿入しア ロ ンア?レフ アで 固定した｡
こ の 方法は ､ 門鹿血流を妨げる こ と がなく ､ また ､ 薬液が肝臓 に流
入する前 に良く門朕血と混合する点で他 の方法より優れて い る ｡ こ
れ らの 処置を施した ラ ッ トほエ ー テ ル麻酔から覚醒後､ 約1時間経 っ
て から実験に供した｡
嘘 豊
門脆内に定速注入 した とき の 血中blipr amin eお よ びD M ‡濃度 と門
廉和 m畳pramin e投与速度と の 関係 は ､ 各ラ ッ トに 25, 50, 及OO, 且50,
200,250(n m oymin)の 速度 で 払ipr a min eを o｡72(m且伽)で定速注入 し､
投与開始後､ 1,2,3,4, 4.5,5,5.5,6,6.5, 7 時間にお い て採取した血
液サ ン プル 朝 mipT a min eおよ びD MI濃度を測定する こ と に よ っ て
調べ た ｡ 投与予試験から南桑物の定常状態 は投与後約5時間で達成
される ことが明かと な っ たの で ､ 上記の サ ン プ ル時間中5,5｡5,6,6.5,
7 時間で の薬物濃度 の平均値をそれぞれ の投与速度で の定常状態血
中濃度としたo また ､ 本実験の終了後､ 各ラ ッ トで の 血液 (約4
m且) を動脆か ら採取し､ 紘 Viv oで の 血 中 一 血祭中薬物漁度比 お よ
び血寮申非結合率を貸出した｡
③胆汁およ び尿中排聴速度 の評価
h ipra min 8を静脈内に定遮注入した とき の‡mipra血 neお よび D M Iの
胆汁申およ び尿中排壮を調べ る実験は､ 胆管及び腰既 に ポリ エ チ レ
ン チ ュ ー ブ (それぞれ p 臥且0 およ び 和 一260) を挿入して各生体試
料を採取したo 実験中の 尿量は マ ン ニ ト ー ル を 800(FL m O且伽)で 走
速注入する こ とによ っ て増加したo 胆汁及び尿 は 5分間の間隔で in
toto で採取し､
.
35- 40 と 40 - 45分 の サ ン プ ル で の排練達度 の平均
値をそれぞれ の投与速度で の 定常状態排壮速度と した｡
軌 軸 適量
ラ ッ トか ら心臓採血 に よ っ て新鮮血を採取 (約1 3 ml) し､ 2 ml
ずづ 5等分したo Ⅰmipm min eあるレiはD MI の高濃度生理食塩水液を
それぞれの 血液試料 に添加して､ 最終濃度 網 軸 amin eの 場合 ､ o.25,
0･5, 且.0, 2.0, 4.0(n m ol/ml) また ､ DM Iの 場合､ o.5, 1.0, 2.0, 6.0,
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且2.0(n m oym耳)とな る よう に調整したo こ れ らの サン プ)i,を37℃で
20分間イ ン キ エ ペ - シ ョ ンしたの ち､ その 一 部 (o.且ni) を採取し､
血中浪度 (CD) を測定した｡ 残りほ 1200Ⅹ g で 5分間遠心分離す
る こ と により血祭を採取したo そ の +描(o.且ml) を血祭申渡度 (C
節) として測定した ｡ さ らに血費サ ン プル は平衡透析セ ル を伺 い て血
祭申非結合率を測定した｡ 平衡透析セ ル は半透膜 (spec放apor2) で
2 つ の cha mberに分け られ､ それぞれ2 ml の容積をもつ もの を億周
したo 一 方 に血祭サ ン プル を ､ ま た ､ 他方に は 0.15M/p斑 7.4 りん
酸嬢衝液を入れ､ 3 7℃で 8時間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンする こ とに よ っ
て平衡が達成さ れ たo 平衡後､ 両Ch鮎nberの 薬物濃度の 比 から血衆
非結合率 (fp) を算出した. 血中非結合率 (fB) は ､ fpに血祭中
一 血中薬物膿度比 (Cp/ C態) を掛ける こ と によ っ てin vi細 の健を
算出した｡ また ､ ②の 寛除から得られた血液サ ン プル に関して も同
様に ､ 血中非結合率を算出し､ 弧 Viv oで の償 を評価したo
[7] ラ ッ ト肝潅流実験
Q 豊萱鎚堅皇蓮塵豊
ラ ッ トを讃すする手術手技は前述の遊離肝細胞調製の ための手術法([6]
- ①) と同機であ る. 海流は ､ im situ の状態で 門放から肝臓を通
り､ 肝静脈 へ 流 れる o m c 8-thT O喝hsing且epas で衛を っ たo すな わち､
酸素 - 二酸化炭素混合 ガス (95 : 5) で飽和させ たⅠmipT a min eあ
る･い は h ipr amin eとQ血i血 e を含んで い る潅涼液を流したo 潅淀液
ほ血球成分を含 んで い な い た め十分な.酸素供給を行なうため30(inlノ
min)の 洗速で流した (S喝an O etaL,1978) . 肝臓の海流中のもiability
ほ ､ 遺漏酵素であるG 0T活性の安定性 (10 - 20u ni&/m旦,監a r m e n単
位) ､ 胆汁の生成量 (5jL王ふin以上) お よ び潅流出液中薬物濃直の
定常状態から確認された｡
句塗塾塗塾盛
NaCI
KCI
MgC12
11 5mM Na
2
S O. 1･2 m M
5･9 血M CaCち 2･5 m M
l･2 rnM NaHC O
,
25 m M
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NaH2PO4 且･2 mM G
luc o s e 300mg%
sucr o s e 400mg%
嘘 塾
潅涜液中hnipT a血 e濃度ほ0.3 (n m oyml) と した｡ コ ン トロ
- ル 実験
で は こ の 潅流液を 且 i O分間潅流 した｡ 一 方､ Qu m五血 e の 併周 に よ
る各代謝物の生成速度 に対する影響を調 べ た夷験で は ､ Q皿idin eを
90 (n md/min) の速度でⅠ血pramirie投与開始5 0分から併用 した｡
投与期間中､ 肝臓洗出液は 15, 25,35, 45, 7 5, 8 5,95, 105分 に お い
て､ また ､ 胆汁は 1 0分間の inも0ぬ によ る採取に よ っ て ､ 各サ ン プ
ル申 に排壮された‡m豆pramin eお よ びそ の代謝物 (2位水酸化代謝物は
抱合俸を加永分解して遊離型と して 評価 した) を測定した｡
[83 非定常状態で の生理学的モデ ル の構築
敏 週墓
ベ ン トパ ル ビタ ー ル で麻酔した ラ ッ トを開腹後､ 肝静脱 にポリ エ チ
レ ン カ ニ ユ - レ (P毘-10)‾を挿入した (Yoko乞a eも a且.,1976) o さ ら
に､ 下肢動鹿及び静灰に ポリ エ チ レ ン カ ニ ュ - レ (陀 -5 0) を挿入固
定し､ それぞれ採血伺およ びⅠmipr amin eある い ぼ DM I定遠注入周
としたo 麻酔下､ hnipr a min eある い は D M Iを下肢静朕 より宝達注
入し､ 6 0分後､ 肝静温血液と下肢動脈血液を採取し､ 各サ ン プル
中薬物濃度を測定した｡ 測定サ ン プル 採取後､ た だち に ､ 腹腔内 に
液体窒素を涜入した｡ ラ ッ トを永上 で解凍しながら､ 脳 ､ 肺､ 心臓 ､
/l､腸､ 牌膿､ 揮膿 ､ 腎臓､ 骨格筋､ 皮膚､ 肝膿の 順 に生体サ ン プ)i,
を採取し､ 適量 の生 理食塩水で ホ モ ジ ュ ネ - ト後 ､ そ の 一 部 を抽出
サ ン プル.と して各臓器内薬物浪度を海Tj足したo 肝臓を除く臓器 の平
衡定数は､ 動脈血中薬物濃度に対する臓器内濃度の 比 により ､ ま た ､
肝臓で は肝静脆内薬物濃度に対する肝臓内濃度比から算出した｡
馳 遡墓
ラ ッ トに エ ー テ ル で麻酔陵､ 門脈 (投与用) およ び下肢効験 (採血
周) にポリ エ チ レ ン カ ニ ュ - レ を挿入後､ 門脈 よ り20mg促g のⅠmi-
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pT a min eを 20分間定通性入 した｡ 血中濃度 一 時間推移を調べ た実験
で ほ投与開始後､ 10,20,22,30,40,60,亀0, 且20, 且40分 で ､ 脳内濃度
ほ投与開始後､ 且0, 20,22,30,40,80,120分で ､ ま た､ 他の 臨器に つ
い て は投与開始後､ 且0,20,30,80分にお い て ､ 速やか に上述の①の
方法によ っ て各臓静 を採取し､ 血中ある い は臓器内薬物濃度を測定
した ｡
[9〕 計算法の 窓 とめ
Q蓮塵汲敷 地 遜鹿
本研究にお い て非線形 馴 ､自乗法ほ ､ お も に肝 ミ ク ロ ソ - ム を伺 い
た代謝 ki皿e血s を調 べ た実験から ､ その 代謝パ ラ メ ー タ を算出する
こ と に周 い られた｡ すな わち ､ 代謝速度 (Ⅴ) と基質漉度 (s) の 関
係 に両逆数プロ ッ ト (L五new eav er- 凱 Tkp且ot) を衝 い ､ そ の代謝経路
を説明 で きる ミ カ エ リス - メ ン テ ンの 数を評価し､ 代謝速度を 皿 偶
の ミ カ エ リ ス ー メ ン テ ン式の和で表わした もの をモ デ ル 関数 として
定義した ｡ 非線形最林自乗液 の ア ル ゴ ､) ズム ほ寓京大学大型計算椀
セ ン タ - の フ レ ー ム コ ン ビ ュ - 夕 (駁汀 A岱敬 賂680駈) の数値計算
ライブラリ - に登録され て い る S AiS (S臨dsdc ai Å皿alysis ofi.e a st
squ a Te m ethod) の修正 マ - カ - ト法を 馴 1たQ 計算の際の初期微分
幅は且OOO分の且を採周した o 残差平方和の w 軸ht は (代謝速度) の
由来分の 1 を用 い た ｡
鮎
第4章 で確立 さ れた定常状態血中濃度と門限内投与速度の縞係を算
出する方法 と して ､ 与えられ た 1次式の独立変数を薮償的に解析す
る Bi-s e ctio n法を採周 したo こ の 方法は Mais ら (1974) に よ っ て ､
Fo r&a n言語によ りそ の フ ロ ー チャ - トが公表されたも の を今回､
Ba sic に翻訳して便属した. すなわ ち.､ 従属変数が独立変数の増加
ある い は減少に対 して単調に増加ある い ほ減少する国数である と仮
定 できる場合､ 初期値から計算された従属変数と実際の債との比率
を元 に､ 独立変数を増加ある い は減少させ て再度従属変数値を計算
する. こ の 計算を繰り返して行なうこ
●
と に よ っ て ､ 目的とする 一 次
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式を満たす独立変数健を推定する こ と が可能で ある｡ こ の 方法 に基
づき ､ 第逢章 (4 - 8) - (4 - 9) 式で の‡mipra min e' の 門脈内投
与速度を従属変数 と したときの 血中bipra mine'およ びDM I濃度を
独立変数とした 一 次式を数値的に解き ､ 投与速度が与えられた とき
の 一 次式を満足する独立変数 (Ⅰmipr a min eおよ びD M I血中濃度)
を算出した｡
@ &
生 地 過重豊里萱遡
数値積分法は第5単にお い て ぬipE amin が 門腺内に定速注入され た と
き の h ipr m nin eおよ びD M Iの 血中をほ じめ主要臓静の薬物濃度 の時
間推移を算出さる ため､ 26個の 連立微分方程式を数値的に解く こ
とに利用した. この 場合､ 一 般の パ ー ソ ナ]Vコ ンビ ュ - ダ ー (且6ビッ
ト PC - 9 80 1な ど) で は ､ 時間がか かる ため ､ 千葉大学情報
処哩セ ンタ ー の フ
ー
v - ム コ ンピ ュ ー タ (郡 Å岱壬Ⅰ 脱 80m) に､ 触 m
言語で記述した数値計算ア ル ゴ リズ ム を構築した｡ 本研究で は ､ そ
の連立微分方程式内に非線形な式を食むため､ 一 般 の数値聴分ア ル
ゴリズム である 鮎 ng8- Kutta ある い ほ Rt mge一 監u 払 ･Gil且法で は十分な
非線形性を計算する こ とがで きなか っ た ｡ したが っ て ､ 非線形領域
で の 収束性を改良した A dam s- Bashfor血 法を元 に ､ さらに ､ 収束 の
安定性を向上させるため Mo ulto nによ る予測子 一 膝正子法を導入し
たア ル ゴ リズム を採属した (Ada m 計Mo uko nの 予測子 一 修正子法) a
数値積分の積分幅ほ ､ フ レ ー ム コ ン ピ ュ ー タ をTSSから利用したと
きの最大cpu 利用時間の 上 限を越えな い範囲として100分の1砂 を
採周した｡
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終わり に臨み､ 本研究の発表の機会を御与え下さる と共 に ､ 本論文の
御硬閲を賜り､ 終始御懇切な御指導御鞭捜を頂 い た千葉大学兼学部医痩
薬剤学講座 生物薬剤学研究童 鈴木徳治教授に衷心 より感謝の意を表
します｡
また ､ 本論文の御校閲を賜り､ 終始御懇切な御指導御鞭捜を頂 い た千
葉大学薬学部薬効 ･ 安全性学講座 佐藤哲男教授､ 渡辺和夫教授､
同医療薬剤学講座 仲井由宣教授､ 同衛生薬学講座 今成登志男教揺
に衷心より感謝の意を表します｡
また､ 本研究遂行にあたり終始温かい御指導御鞭逢を頂きました千葉
大学薬学部医療薬剤学落盤 藤田正 一 助教投に謹ん で厚く御礼申し上げ
ます｡
また ､ 本研究遂行にあたり､ 加齢ラ ッ トの研究に御協力下 さ い ま した
東京都老人給食研究所臨衆第 一 生理学研究室室長 木谷健 一 博士 に心か
ら感謝致します｡
さらに本研究の遂行に際し､ 御協力下さい ま した､ )i)合･良成博士､ 西
原恵里氏､ 柳井清美氏､ 窪田玉緒氏､ 伸佐啓評氏､ 森本玲子氏､ 緒方港
人氏､ 福島由子氏は じめ千葉大学薬学部生物薬剤学研究室の卒業生 の管
様に厚く御礼申し上げます｡
最後に ､ 深 い 愛情を持 っ て今日 の礎を築 い て下さ い ました母 静代と
祖母 初江に心から感謝致します｡
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